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I NTRODUCC I OM 
' , 
En todo organ1 ' se d e s a r r o l l a n  procesos 
de s f n t e s i s  y degradacidn ordenados segfin l a s  necesida-:. 
e des  d e l  mismo. L a s  reacciones qufmicas que se producen 
1 '  durante  esos  procesos son cont ro ladas ,  en su gran  mayo--' 
r l a ,  por  enzimas que regulan l a s  velocidades de  reac-  
c i6n  de mod0 de mantener l a  organizaci6n d e l  ser v ivo .  
Esas enzimas e s t a n  compartimentalizadas en s i s t e -  
mas, brganos, c e l u l a s  y p a r t f c u l a s  subce lu la res .  Ademds 
en 10s organismos super io res  es comGn l a  c o e x i s t e n c i a  
con microorganismos que pueden ser: simbiontes,  para- 
s i t o s  o contaminantes ( b a c t e r i o s i s ,  v i r o s i s ) ;  todos 
e l l o s  apor tan  su dotac i6n  de endo y 
acotados en su  d e s a r r o l l o  por  10s mecanismos de  c o n t r o l  
de que e l  organismo super io r  vivo dispone. 
Despu6s de  l a  muerte e s a  organizacidn ce'sa, no 
e x i s t e  ya c o n t r o l  sobre 10s microorganismos, l a  compar- 
t imenta l izac i6n  s e  d e t e r i o r a  o desaparece y s e  l i b e r a n  
l a s  enzimas, dando a s l  i n i c i o  a procesos degradat ivos 
indiscr iminados.  
En nuestro ecosistema l a  muerte implica tambien 
i n g r e s a r  a l a  cadena t r b f i c a .  E l  hombre en su  c a r a c t e r  
de eslab6n super io r  de e s a  cadena ha procurado l i m i t a r  
10s desordenados procesos degradat ivos  post-mortem, a ,  
f i n  de e v i t a r  que e l  organismo, ahora al imento,  s e  de- 
t e r i o r e  y r e s u l t e  desagradable o nocivo para  su sa lud .  
Los mgtodos que ha empleado para e l l o  pueden designar-  
s e  en forma gengrica como mi5todos de conservacibn. 
Varlan en  e f i c a c i a  y s o f i s t i c a c i 6 n t  pudiendo mencionar 
a lgunos desde 10s mbs p r i m i t i v 0 s . a  10s mbs modernos: 
- t r a t a m i e n t o  tgrmico:  cocc idn ,  e s t e r i l i z a c i 6 n t e t c .  
- agregado d e  a d i t i v o s :  s a l e s ,  5c idos ,  azGcares ,  e t c .  
i 
- d e s h i d r a t a c i d n  
- i r r a d i a c i d n  
- o t r o s  
He,ssel t ine  y  Wang (1) piensan  que e l  hombre cono- 
c i 6  primer0 e l  secado y ahunado de c a r n e s ,  y que ntSs 
t a r d e  descubr i6  l a  u t i l i d a d  de  l a  s a l  e n  combinacidn 
con a q u e l l o s  y con l a  fermentacibn.  C i e r t a n e n t e  hay i n -  
d i c i o s  c o n c r e t o s  que el  agregado d e ' s a l  a  10s a l imen tos  
I 
a f i n  d e  ex t ende r  s u  tiempo de  conservac i6n ,  se prac-  I 
t i c a  desde l a  mbs remota an t iguedad;  s i endo  un ejemplo 
l a  producci6n de salsa de  s o  ja desde hace rtlbs de  3000 
afios ( 2 ) ,  mencionada e n  el  l i b r o  de  Chau La i  e s c r i t o  
1000 afios A.C. 
Desde en tonces  l a  sa l az6n  se ha empleado ex t ensa -  
mente, en  p a r t i c u l a r  con 10s produc tos  de  l a  pesca ,  ya 
I 
que es b i e n  conocido que Ostos  si  nc  son t r a t a d o s  en I 
forma adecuada, s u f r e n  r s p i d o  d e t e r i o r o  a1 punto que e n  
zonas c b l i d a s  pueden e s t a r  a f e c t a d o s  a n t e s  de  l l e g a r  a 
t i e r r a  pa ra  s u  consumo. 
La va r i edad  de  e s p e c i e s  que se prese rva  con s a l  
es muy amplia y  10s produc tos  ob ten idos  segiin l a  r e g i 6 n  
9uy d i v e r s o s ,  e l l o s  se han i d o  incorporando p a u l a t i n a -  
mente a l a  d i e t a ,  i n t eg randose  como p a r t e  d e  10s hbbi- 
t o s  a l i m e n t a r i o s  en  l a  t r a d i c i 6 n  de  cada pueblo.  A s l  
por  ejemplo e n  Europa C e n t r a l  es muy comGn e l  consuno 
de  marinados d e  pescado ( sa l ado ,  sazonado y  coc ido)  y  
de  bacalao sa l ado  y  seco.  En l a  pen lnsu la  escandinava 
se agregan o t r o s  productos:  g a f f e l b i t a r ,  surs t roming ,  
anchovy, r a k o r r e t ,  etc. ,  que se o b t i e n e n  mezclando sa l ,  
dcido a c 6 t i c 0 ,  azGcar y  o  e s p e c i e s ,  y  de jdndo los  v a r i a s  
semanas en  c o n t a c t 0  o  no con l a  salmuera que se forma. 
En todo e l  s u d e s t e  a s i d t i c o  y  espec ia lmente  en  Jap6n 
son muy popu la re s  10s produc tos  de  pescado,  e n t r e  e l l o s  
l a s  s a l s a s  y  p a s t a s  como e l  nuoc-mam o e l  bagoon, ob t e -  
n idos  por  ferrnentaci6nt  cocc idn  y  o secado d e l  pescado 
ad ic ionado  con s a l t  e s p e c i e s ,  a zbca re s ,  almid6n,  etc. .  
Mds f a m i l i a r e s  pa ra  n o s o t r o s  son 10s produc tos  de  l a s  
r eg iones  d e l  Mar I led i te r rdneo ,  e n  p a r t i c u l a r  l a  anchol-  
t a  s a l a d a  que se prepa ra  a p a r t i r  de  E n g r a u l i s  e n c r a s i -  
cho lus  Linaeus,  pez p e r t e n e c i e n t e  a  l a  f a m i l i a  de  10s 
cup le idos .  Todos 10s n6todos conocidos  pa ra  p r e p a r e r l a  
son empl r icos  y se han i d o  t r ansmi t i endo  d e  generac i6n  
en  generac i6n  h a s t a  e l  p r e s e n t e .  La s i g u i e n t e  puede con- 
s i d e r a r s e  una d e s c r i p c i d n  g l o b a l  d e l  p roceso  ( 3 )  . 
"Se u t i l i z a n  a n c h o l t a s  de  tamafio c o r r e s p o n d i e n t e  
a  35-40 p i e z a s  por K g  con e l  mayor conten ido  g r a s o  po- 
s i b l e  ( 6 s t o  depende de  l a  gpoca d e  c a p t u r a ) .  Una vez en 
l a  fdbrica se  l a s  mezcla enteras  con s a l  y se  l a s  colo- 
" 1 I - ca en grandes bateas de concreto, donde peYttranecen 2-3 
dfas ,  a e s t a  operacidn se  l a  llama presalado. Luego se  
l a s  descabeza manualmente, de mod0 que a1 mismo tienpo 
se r e t i r a n  parte de l a s  vfsceras. Se l a s  acomoda en re-  
c ipientes  sobre un lecho de s a l  de aproxinadamente 5mm, 
paralelas  en t re  s f ;  a1 completar l a  prinera capa se es- 
F 11 - 
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,polvorea con s a l  y se  agrega o t r a  capa de pescados ubi- 
% %  
cados en dngulo recto con l a  an ter ior ,  y asf sucesiva- 
mente hasta l l ena r lo ,  colocando una dltima capa de s a l  
y sobre e l l a  una tapa de madera que se  carga con pesas, 
generalmente bloques de concreto, estinsndose necesarios 
5 a 6 Xg por cada 1 0  K g  de anchofta. Los recipientes  
pueden se r  l a t a s  para 20  K g  o b a r r i l e s  de madera para 
50, 1 0 0 ,  6 200  Kg. 
Dos o t r e s  dfas mas tarde e l  pescado ha disminuf- 
do en volumen considerablemente, entonces se  saca l a  ca- 
; ' 
' pa superior de s a l  rellenando 10s recipientes  con pes- 
cad0 y s a l ,  agregando por d l t ino  l a  tapa de madera y 
10s bloques. 
Los flufdos expulsados del  pescado y l a  salmuera 
que rebalsan, ( l a s  tasas  son solo una cubier ta ,  no her- 
mgtica) se  recogen y u t i l i zan  para regar l a s  l a t a s  du- 
rante e l  proceso, faci l i tando l a  el ininaci6n de l a  san- 
gre y l a  grasa removidas de 10s t e j idos  por accidn con- 
junta de l a  s a l  y l a  prensa. Se considera que l a  reco- 
l e c c i 6 n  y reciclaje de e s t o s  l l q u i d o s  d e  lavado t i e n e  
mucha i n f l u e n c i a  e n  l a  c g l i d a d  d e l  producto f i n a l .  S i  
e s t a  salmuera es i n s u f i c i e n t e  se usa  salmuera f r e s c a  
s a t u r a d a  ( 2 5 % ) .  E l  t r a t a m i e n t o  continGa a t empera tura  
a n b i e n t e  por  6  a  7 meses o mds, h a s t a  que l a  a p a r i e n -  
c i a ,  o l o r  y sabor  d e l  pescado co inc idan  con l a s  ca rac -  1 
t e r f s t i c a s  p r o p i a s  d e l  producto f i n a l " .  
En e s t a s  condic iones  l a  a n c h o l t a  puede comercia- l 
l i z a r s e  e n t e r a ,  d i r ec t amen te  en  s a l t  o  f i l e t e a d a  y enva- 
sada con a c e i t e  s i n  e s t e r i l i z a r .  
E s t o s  p rocesos  en 10s que i a s  c a r a c t e r l s t i c a s  o r - ,  
gano lgp t i ca s  d e l  material crudo v a r f a n  debido a  l a  s a l i -  
da de  agua desde 10s t e j i d o s ,  l a  p e n e t r a c i 6 n  de  sal e n  
e l l o s  y el  t r a n s c u r s o  d e l  t i e n p o ,  se denominan madura- 
c i6n .  Son una de l a s  muchas formas d e  curado a  l a s  que 
se puede someter una c a r n e ,  en tendiendose  por  curado ( 4 )  
a l a s  d i s t i n t a s  combinaciones de d e s h i d r a t a c i e n  con ahu- 
nado o  adobado. 
Los f a c t o r e s  que gobiernan l a  evo luc i6n  c o r r e c t a  
de  l a  maduracidn son muchos, y conforman un complejo 
mosaic0 de pa rdne t ros  i n t e r r e l a c i o n a d o s .  En t r e  o t r o s  po- 
demos c i t a r :  propiedades  d e  1 a . n a t e r i a  prima, caracte- 
r l s t i c a s  de  l a  sal ,  condic iones  f f s i c a s  d e l  proceso:  
p rensa ,  t empera tura ,  etc. .  
? -'-.1,Sesfin v a r i o s  a u t o r e s  ademds d e l  grad0 de  f r e s c u r a  
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'ael pescado, s u  conten ido  g r a s o  es muy impor tan te  (5 ) (6 )  
(7) ( 8 1 ,  ya 
sabor  y aroma ( 9 )  r corn  f isicoquSmico: a mayor con ten ido  I: 
graso  menor ve loc idad  de pene t r ac i6n  de sal ( 4 )  ( 8 ) .  Los 
produc tos  ma 
y aunque l a  
mico e h ig ign ico  s a n i t a r i o ,  se l o  r e s t r i n g e  e f i c a z n e n t e  
manteniendo e n  a n a e r o b i o s i s  e l  i n t e r i o r  de  l a s  l a t a s .  
Hay muchas o t r a s  p rop iedades  del pescado que sin 
duda modif ican e l  proceso  d e  maduraci6n, po r  ejemplo: 
pa ra  l a s  anchof t a s  s a l a d a s  a1 e s t i l o  i t a l i a n o  a p a r t i r  
de pescado cap turado  e n  primavera ,  e l  proceso  se com- 
p l e t a  e n  c u a t r o  meses, m i e n t r a s  que con pescado de  o t o -  
fio se n e c e s i t a n  d i e z  n e s e s  ( 1 0 ) .  E l  arenque s a l a d o  t i p  
matje s o l o  se puede f a b r i c a r  d u r a n t e  una c o r t a  tempora 
anua l  que co  
pez (11). Hasta ahora  10s conocimientos  sobre  l a s  c a r a  
t e r f s t i c a s  a 
y consecuenc ias  son i n s u f i c i e n t e s  ( 9 ) .  
Para  l a  prese rvac idn  d e l  pescado que se comercia 
l i z a  se emplea s a l  de  r o c a  p roven ien te  d e  minas, o sal  
s o l a r  ob t en ida  d e l  m a r .  Tabla  I (12). Tabla I1 ( 1 3 ) .  
tes de  su  ve loc idad  de pene t r ac i6n  e n  l a  c a r n e .  E s t e  
Gltimo i n v e s t i g a d o r  b a s h d o s e  en e x p e r i e n c i a s  que r e a l i -  
26 con gddidos concluyd que l a s  impurezas m a s  s i g n i f i c a -  
TABLA I: COMPOSICION APROXIMADA DE LA SAL DE ROCA 
POR ANALISIS ESPECTROGRAFICO (Institute Nacional de Tec- 
nologia Industrial) 
TABLA 11: VALORES ANALITICOS PROMEDIO DE LA SAL 
SOLAR (Fisheries Research Board of Canada. Bul let in  N0112) 
Regi6n: ~rndrica ~ e g i 6 n  : Mar Me- 
Componente 
d e l  Norte diterrgneo . 
++ t i v a s  d e  l a  s a l t  10s i o n e s  C a  y MCJ++ disminuyen l a  ve- 
l oc idad  de pene t r ac i6n  y a f e c t a n  e l  c o l o r  y l a  c o n s i s t e n -  
I 
c i a  d e l  pescado, ddndole tambien sabor amargo. E l  cobre ,  
un i m p u r i f i c a n t e  nenor ,  tardbien e s  indeseado,  ya que ca-  I 
t a l i z a  l a  deco lorac i6n  d e l  producto.  S i  b i en  a lgunos  i n r ~ r  
4 
d u s t r i a l e s  a t r i b u y e n  v e n t a j a s  p a r t i c u l a r e s  a l a  p resen-  
Q 
c i a  de  c i e r t o s  i o n e s  ( e l  c a l c i o ,  por e jemplo,  hace l a  
c a r n e  mds blanca y mas c o n s i s t e n t e ,  l o  que es p o s i t i v o  I 
pa ra  a lgunos produc tos  y nega t ivo  pa ra  o t r o s )  , l a  s a l  pu- I 
r a  es mas c o n t r o l a b l e  y de c a l i d a d  s u p e r i o r  ya que no 
.I 
p r e s e n t a  r i e s g o  de e f e c t o s  extrafios.  
Para  e l  sa l ado  tambien se a t r i b u y e  impor tanc ia  a : a 
l a  g r a n u l o n e t r f a  de  l a  n a l ,  y aunque i n v e s t i g a d o r e s  11: ' - co- . . 
i I i ; i u _  
mo Bowry, que t r a b a j 6  e n  sa l ado  de arenque (15) - l a  hdn 
negado, o t r o s  ( 8 )  j u s t i f i c a n  e s a  a f i rmacign  empl r ica ;  
segdn e l l o s  una sal  muy f i n a  se d i s u e l v e  rdp ido  y da ve- 
l oc idad  i n i c i a l  de  pene t r ac idn  a l t a ,  coagulando y desh i -  
d ra tando  excesivamente l a s  capas  p e r i f e r i c a s  d e l  pesca- 
do, c o n v i r t i 6 n d o l a s  en una b a r r e r a  que r e t a r d a  l a  pene- I 
t r a c i d n ,  resuLtan&o 4a ve1,ocidad f i n a l  filenor que l a  con- 
- l,iTq- 1 1  7 ,. - +  - I . . -  - . -
. + 
. I \  . . 
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venien te .  En c o n t r a g a r t i d a  s i  se us2 saT gruesa; de  d i s o -  
l u c i d n  l e n t a ,  l a  pene t r ac i6n  s e r d  pe r jud ic i a lmen te  pobre,  I 
p e r n i t i e n d o  l a  p r o l i f e r a c i 6 n  b a c t e r i a n a .  
O t r a  de  l a s  propiedades  de  l a  s a l  que se deben con- 
s i d e r a r  es su  c a l i d a d  b a c t e r i o l d g i c a ;  se ha encontrado - 
5 ( 1 6 )  que l a  s a l  de  mar contLene en  e l  orden  de 1 0  micro- 
organismos por gramo, y que l a  s a l  mineral e s td  mucho 
menos contaminada en l o  que se r e f i e r e  a  bac te r ias ,  
mientras que ambas tienen e l  mismo nivel  de hongos , en I 
e l  orden de l o 4  por gramo. En 10s primeros e s t a d i o s d e l  
salado e s t a  microflora s e  suma a l a  o r ig ina l  del  pesca 
do (bac te r ias  marinas de l  t i p 0  ps i c r6 f i l o  y mes6filo: 
f lorobacter ,  achromobacter, pseudomonas) y a l a  quetuvo 
acceso a 151 durante e l  manipuleo; per0 a di fe renc ia  de 
e l l a s  que mueren o son inhibidas por l a  a l t a  concentra- 
ci6n de s a l t  puede sobrevivir  durante l a  rnaduracitjn, ya 
que son ha l6 f i l a s  obligadas o f acu l t a t i vas .  Invest igacio  -
n e s  rea l izadas  en pescado salado por Tropa ( 1 7 )  y Erich- 
sen (18) comprobaron l a  ex i s tenc ia  de algunas especies 
microbianas como micrococos y pediococos que no son pa- 
t6genas, per0 pueden disminuir l a  ca l idad del  producto. 
Una de l a s  a l t e rac iones  m6s conocidas e s  l a  coloraci6n 
.raja en e l  pescado, producida por bac te r ias  h a l 6 f i l a s a -  
sociadas solo a l a  s a l .  so l a r  y no a l a  s a l  de roca(l9)  
( 2 0 )  
Durante l a  maduraci6n l a  d i fe renc ia  de presi6n 
osm6tica en t r e  10s t e j i d o s  y e l  medio a causa de l a  a l t a .  1 
concentraci6n de s a l  en g s t e ,  no e s  e l  Gnico f ac to r  des- 
h idra tante ,  pues l a  apl icaci6n de prensa complementa s i g  -
nificativamente ese  efecto  produciendo tambien remoci6n 
de grasa,  sangre y a i r e ,  contribuyendo a mantener baja ' la  
act ividad acuosa del  pescado y en anaerobiosis  e l  s is tema.  
A v e c e s  l a  magnitud d e  l a  p r e n s a  se v a r l a  d u r a n t e  
c e s o  aumentdndola o  d isminuy6ndola ,  p e r o  no hay r e g l a s  
p r e c i s a s  p a r a  e l l o  ( 3 )  ( 2 1 ) .  
En l o  que  c o n c i e r n e  a l a  i n f l u e n c i a  d e  l a  tempera  
t u r a  e n  l a  maduracidn e x i s t e n  o p i n i o n e s  d i v e r g e n t e s . L a s  
t e m p e r a t u r a s  empleadas h a b i t u a l m e n t e  o s c i l a n  e n t r e  O°C y -  
37OC. En g e n e r a l  se a c e p t a  que a  mayor t e m p e r a t u r a ,  mayo& 
v e l o c i d a d  d e  p e n e t r a c i 6 n  d e  s a l ,  pe r0  tambign mayor p o s i  -
b i l i d a d  de d e s a r r o l l o  mic rob iano  ( 4 ) ,  p o r  e l l o  10s e s c a n  -
d i n a v o s  p r e f i e r e n  t r a b a j a r  e n t r e  0°C y  4OC ( 5 )  ( 6 )  . C h a r l e s  
L e p i e r r e  y Mercier Marques (22)  i n d i c a n  l a  c o n v e n i e n c i a  
d e  r e a l i z a r  e l  p r o c e s o  a  t e m p e r a t u r a  ambien te  cuando g s t a  
-.: 71!kli I !  1; 
v a r l a  e n t r e  15OC y 30°C, p u e s  os p r o d u c t o s  o b t e n i d o s  a  
t e m p e r a t u r a  c o n s t a n t e  d e  37°C y 50°C e r a n  d e  c a l i d a d  i n f e  -
r i o r  o  i n a c e p t a b l e s .  Mds r e c i e n t e m e n t e  ( 8 )  (10)  e x p e r i e n c i a s  
d e  maduracidn a  t e m p e r a t u r a  c o n t r o l a d a  mues t ran  que e n t r e  
18OC y  20°C el  p r o c e s o  es l e n t o  p e r 0  a s e g u r a  l a  o b t e n c i 6 n  
u e  bue,nos r e s u l  t a d o s .  
La in fo rmac i6n  p r e c e d e n t e  p r o v i e n e  d e  e s t u d i o s  rea -
l i z a d o s  s o b r e  d i v e r s a s  e s p e c i e s  s a l a d a s  con metodos d i s -  
t i n t o s ,  es de c a r a c t e r  f r a g m e n t a r i o  y  a v e c e s  Contraditoria , 
y  no p e r m i t e  e l a b o r a r  aGn una e x p l i c a c i 6 n  comple ta  d e l p r o  -
c e s o  d e  n a d u r a c i 6 n .  E s t e  desconoc imien to ,  ag regado  a l a  
a p a r i c i 6 n  y c o n s t a n t e  p e r f e c c i o n a m i e n t o  d e  l a s  t e c n i c a s d e  
p r e s e r v a c i 6 n  t g r m i c a  (cbnn ing)  y  por  f r l o ,  h i c i e r o n  q u e e l  
s a l a d o  q u e ,  e n  e l  s i g l o  pasado  y p r i n c i p i o s  d e  & s t e f t a n t o  
contribuy6 a1 d e s a r r o l l o  de l a  i n d u s t r i a  pesquera,  per- 
d i e r a  importancia. ASP part icularmente en 10s pafses  de -
s a r r o l l a d o s ,  qued6 relegado, l legdndoselo a  u t i l i z a r s o l o  
para aumentar l a  a c e p t a c i 6 n d e l s a b o r  d e l  pescado ( 2 3 )  o 
como aderezo de o t r o s  alimentos.  
En l a  segunda rnitad de e s t e  s i g l o  l a  explosidn de -
mogrdfica y luego l a  c r i s i s  energgt ica  agudizaron l a  ne- 
cesidad de  un uso mds e f e c t i v o  de 10s r ecursos  p ro te icos ,  
en p a r t i c u l a r  de aque l los  re la t ivamente  menos explotados: 
10s d e l  mar. Se produce entonces una r e a c t u a l i z a c i 6 n  d e l  
i n t e r g s  en 10s v i e j o s  mgtodos de preservacidn por salado 
debido a  su s implicidad y bajo consumo de energla .  Es tos  
mgtodos s e  presentan como 10s m5s adecuados en p a f s e s  con 
pocos recursos  para d e s a r r o l l a r  una buena cadena de f r f o  
o importantes  p l a n t a s  procesadoras.  
Pero e l  salado cont inda siendo hoy un proceso t a n  
a r t e s a n a l  como en sus  comienzos y e s  ne 
tecnologla  para l l e g a r  a  una u t i l i z a c i 6 n  
econdmica d e l  recurso n a t u r a l .  
Los productos sa lados  y madurados se consideran 
alimentos de  humedad intermedia cuya a c t i v i d a d  acuosa est5 
e n t r e  0 ,6  y 0,85. E n  e l l o s  l a  s a l  por disminucidn de l a  
.m 1 - -$a -<-I! 
ac t iv idad  acuosa y efGct6 osm6tico fiayp"r~aucido una s e l e c  -
ci6n de nicroorganismos, impidiendo e l  crecimiento de a l -  
gunos y favoreciendo e l  de o t r o s .  A e s t o s  productos s e l o s  
c l a s i f i c a  con~o semiconservas, ya que no han s ido  sometidos 
r i a  comestible depende de  un del icado balance de f a c t o r e s u ~  
que s e  apoya principalmente en el con t ro l  de l a s  reaccio-r  
nes enzimst icas  d e l  sistema: 
PH 
Temperatura 
Concentracien de  s a l  
Pres ibn ,  Tienpo, e t c .  
Actividad acuosa 
2 
ENZINAS ENDOGENAS 0 MICROBIANAS 
1 
SUSTRATO ENDOGENO 
ESTABILIDAD DE LOS 
ALIMEI'JTOS SEl4ICONSERVADOS 
Nunerosos t r a b a j o s  y muchas con t rovers i a s  s e ~ h a n  
desa r ro l l ado  y d e s a r r o l l a n  sobre e l  or lgen  de e s a s  enzi -  
mas y e l  r o l  que cumplen respecto  de l a  e s t a b i l i d a d  
10s c a r a c t e r e s  organolept icos  d e l  producto. A pesar  de 
e l l o  hay una considerable  f a l t a  de d a t o s  sobre l a  bioqui- 
mica de 10s procesos  que se d e s a r r o l l a n ,  encontrdndose 
en l a  l i t e r a t u r a  informes a  veces  c o n t r a d i c t o r i o s .  
Dado que e s t o s  son a l imentos  de  a l t o  con ten ido  
1'- - 
p r o t e i c o  e s  pa r t i cu l a rmen te  impor tan te  de t e rmina r  l a s  
t e j i d o  muscular d e l  pescado ( 2 4 ) ;  un d a t o  de  i n t e r g s  
I .  !I para  l a  comprensi6n d e  10s cambios pos t -  nortem en e l  
- 
t e j i d o  muscular es e l  conocimiento de  l a  e s t r u c t u r a  i n -  
modi f icac iones  de  l a s  p r o t e f n a s  deb idas  a 1  proceso  de 
! 
conservacibn.  Siendo l a s  p r o t e f n a s  m i o f i b r i l a r e s  e l  4 0% 
de  l a s  p r o t e f n a s  t o t a l e s  y e l  65% de l a s  p r o t e l n a s  d e l -  
t e r n a  y d e  l a  composici6n de  l a  f i b r a  muscular e s t r i a d a .  
En l a  Tabla I11 se ve l a  composici6n de l a  f i b r a  e n  c a r -  
nes  r o  jas, segGn Hamm ( 2 5 )  . 
I n v e s t i g a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en Noruega sob re  a ren-  
que y s a r d i n a  en  maduracidn (7 )  ( 2 6 ) ,  e n  F i l i p i n a s  so- 
b r e  fermentaci6n de  arenque (27)  y en n u e s t r o  p a l s  con 
ancho i t a  s a l a d a  (28) mostraron que e x i s t e  descomposici6n 
de l a s  p r o t e l n a s  que se ev idenc ia  por  un marcado aumento 
ae 10s produc tos  de  degradacibn:  pgp t idos ,  ba ses  v o l s t i -  
l e s ,  aminoScidos, aminas, e t c . .  Algunos a u t o r e s  (7 )  ( 8 )  
4 ( 2 9 )  cons ideran  que e s a s  modi f icac iones  ocu r ren  p r i n c i -  
. I !  
palmente por  v f a  enz ims t i ca .  Como punto de  r e f e r e n c i a  
para  e s t e  tema podrfan tomarse 10s e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  
sobre  deyradacidn enz imdt ica  de p r o t e f n a s  d u r a n t e  e l  de- 
t e r i o r o  de  pescado y tambien su  mecanismo de " tu rn -  over"  
i n  vivo.  
TABLA 111: PROTEINAS MIOFIBRILARES DE MUSCULO ES- 
QUELETICO ( H ~ U I I ,  R. ; Fleischwirtschaft) 
Miosina 
A c t i n a  
Tropniosina 
Troponina  
A c t i n i n a  
~ r o t e f n a  C 
P r o t e l n a  24 
Desmina 
Conec t ina  
Peso 
Molecular  
% d e  l a  
m i o f i b r i l l a  
Fecha de 
identificaci6n 
en mGsculo 
Las p r o t e a s a s  k i d a s  fueron l a s  Gnicas conoc idas  
en pescado a n t e s  de 1960. En 1965 S i e b e r t  ( 3 0 )  ' p u r i f i c 6  
una c a t e p s i n a  de mdsculo d e  baca lao  a l a . q u e  cons ide r6  
c a u s a l  de  10s primeros e s t a d f o s  d e l  d e t e r i o r o  d e l  mbscu- 
l o  d e  pescado, y que a1 i g u a l  que l a s  c a t e p s i n a s  D d e  
o t r o s  t e j i d o s  animales  se encuent ra  e n  10s l i sosomas  (31) 
E s t a s  enzimas promoverfan el. creo imien to  b a c t e r i a n o  pro- 
veyendo n u t r i e n t e s  e s c e n c i a l e s  t a l e s  como produc tos  de  
dLgradaci6n t i s u l a r  d e  ba jo  peso molecular  ( 3 2 ) .  Algu- 
nas  exopept idasas  como l a s  c a t e p s i n a s  A ,  B2, C ,  e t c .  
degradan parc ia lmente  l a s  mol6culas de  p r o t e f n a ,  per0 
una d i g e s t i 6 n  rdp ida  y e x t e n s i v a  o c u r r e  s o l o  si actGan 
\ 
endopept idasas .  Reddi (33) en lenguado d e  i n v i e r n o  y 
Doke ( 3 4 )  en  h i d r d l i s i s  
de  l a  muscu- 
l a r e s  por l a  f r a c c i d n  l i sosoma l  en condic iones  6pt imas 
de  pH 6cido.  Pos te r io rmente  Schwartz y Bird  (35)  demos- 
t r a r o n  que l a s  c a t e p s i n a s  B y C (endopept idasas  l i s o s o -  
males)  p u r i f i c a d a s  d e  mdsculo e s q u e l g t i c o  d e  r a t a ,  de- 
gradaban l a s  cadenas l a s  cadenas  pesadas  d e  miosina .  0- 
k i t a n i  (36)  p u r i f i c 6  de  mdsculo e s q u e l 6 t i c o  de cone jo  
o t r a  endopept idasa  bcida:  l a  c a t e p s i n a  L que degrada 
cadenas pesadas  de miosina ,  a a c t i n i n a ,  a c t i n a ,  t ropo-  
n i n a s  T e I. S i n  embargo e l  pH de  m6sculo de  pescado no 
disminuye mucho despues  de  l a  muerte,  s o l o  l l e g a  apro-  
ximadamente a 6 ,3  - 6 ,6  , l o  aue  d i f i c u l t a  r e l a c i o n a r  
a u t 6 l i s i s  como t r ad i c iona lmen te  se h izo ,  en p a r t e  por  
desconocimiento de  o t r a s  enzimas y tambien porque en 
l a s  c a r n e s  de  animales  domgsticos e l  p H  pos t -  mortem 
e s  menor que 6,O. 
I I 
La d i s c u s i 6 n  sobre  l a s  enzimas invo luc radas  en la-" 
degradaci6n p r o t e i c a  i n t r a c e l u l a r  de mGsculo u  o t r o s  
t e j i d o s  se ha d e s a r r o l l a d o  du ran te  aiios. Aunque e l  li- 
sosoma indudablemente e s t d  involucrado  e n  e l  c a t a b o l i s -  
mo p r o t e i c o ,  nunca f u e  p o s i b l e  v i s u a l i z a r  m i o f i b r i l l a s  
d e n t r o  de  l a  vacuola  l i so soma l .  Ultimamente por  medio 
d e  a g e n t e s  l i sosomotr6p icos ,  que a l t e r a n  e l  p H  i n t r a l i -  
sosomal y ,  o  i nh iben  a lgunas  de s u s  p r o t e a s a s ,  se ha 
confirmado l a  e x i s t e n c i a  de o t r a s  e t a p a s  en l a  r u t a  d e l  
catabol ismo d e  l a s  p r o t e f n a s  i n t r a c e l u l a r e s  ( 3 7 ) ,  ya 
que por  ejemplo l a  r u p t u r a  d e  miosina  no se a f e c t a  por  
l a  a p l i c a c i 6 n  de  uno de e s o s  agen te s :  l a  c lo roqu ina ;  
por  l o  t a n t o  parece  que, como mfnimo, e l  paso i n i c i a l  
en  l a  degradaci6n de  miosina en mGsculo o c u r r e  f u e r a  
d e l  l isosoma ( 3 8 ) .  
Tambien e l  conocimiento de  o t r a s  enzimas en  e l  t e -  
j i d o  muscular ha c o n t r i b u f d o  a  e v i d e n c i a r  que .no es po- 
s i b l e  l i m i t a r  e l  e s t u d i o  d e  l a  p r o t e 6 l i s i s  muscular  i n -  
t r a c e l u l a r  a  l a  r eg i6n  dc ida .  Hasta e l  p r e s e n t e  e l  p re -  
s e n t e  l a s  p r o t e a s a s  a i s l a d a s  de  mGsculo a c t i v a s  a  pH 
bdsico inc luyen:  una p r o t e a s a  a l c a l i n a  informada por  
Noguchi y Kandatsu (39)j una proteasa a l c a l i n a  apa- 
rentemente unida a m i o f i b r i l l a s  informada por ldayer y 
colaboradores ( 4 0 ) ,  y una s e r f n  proteasa a c t i v a  a pH 
y colaboradores presentaron evidencias  de que e sa s  en- 
zimas s e  or ig inan en mastocitos ant!es que en cQlu l a s  
musculares. Makinodan e Ikeda ( 4 4 )  encontraron y carac- 
t e r i z a ron  una proteasa a l c a l i n a  en ndsculo de carpa,  
: 1 pi! 
cuyo ~ I I  6ptimo eh H,O y emp&?a ura 6ptima 60°C a 65'C, --A 
no exhibiendo ac t iv idad alguna por d+?jo de 5S°C.Tam- 
: I l l  - 
bien Tzong-Shin Lin y Lanier ( 4 5 )  pur i f icaron pa rc i a l -  
mente una proteasa a l c a l i n a  en mdsculo esquelgt ico  de 
A t l an t i c  croaker,  que degrada actomiosina de pescado 
1 4  I - 3  I, I  , ' I  
i n  Vitro en t r e  50°C y 60°C. - I  - I1 
Otra proteasa de mdsculo esquelgt ico de conejo, 
.' 51 
con un pH Bptimo 7,5 , fue caracter izada  primer0 
Krebs ( 4 6 )  (47) y despues pur i f icada  a homogeneidad por 
Dayton (48) ( 4 9 )  en mdsculo de pol lo;  s e  l a  conoce co- 
mo proteasa neutra  act ivada por ca lc io :  CANP (Ca a c t i -  
vated neu t ra l  p ro tease ) ,  y tambien como f ac to r  sarco- 
plasm6tico ca l c io  activado: CASF (Ca ac t iva ted  sarco- 
, plasmic f a c t o r ) ,  o f ac to r  c a l c i o  activado: CAF (Ca a c t i -  
vated f ac to r )  , o calpafna.  Existen dos t i p s  de CAIJP: 
mCANP y pCANP, que requieren para a c t i v a r s e  cant idades 
milimolares y micromolares de c a l c i o  respectivamente; 
ambas formas se han encontrado en va r io s  t e j i d o s  de 
d i s t i n t a s  especies ,  se sabe que i n  vivo e l  t i p 0  molecu-F 
l a r  mas abundante e s  l a  mCANP. Dado que l a  concentra- - 
ci6n i n t r a c e l u l a r  de ca l c io  en mfisculo es d e l  orden 
micromolar, l a  forma ac t i va  e s  l a  pCANP ( 5 0 ) .  E l  cono- 
cimiento de l  mecanismo de ac t ivaci6n de l a  forma mCANP 
i n  vivo es importante para comprender l a  r e lac i6n  de l a  
e s t ruc tu r a  de e s t a  proteasa y su r o l  f i s i l 6 g i c o .  Actual- \ 
mente e s td  en discusidn l a  idea que l a  mCANP es precur- 
sora de l a  pCANP y que l a . convers i6n  puede o c u r r i r  por 
a u t 6 l i s i s  controlada de l a  primera (51) .  La CANP e s  l a  
primera proteasa muscular que t i e n e  e f ec to  demostrable 
sobre l a s  m i o f i b r i l l a s ,  i n  v i t r o ,  a1  pH f i s i o l 6 g i c o  ( 5 2 ) ;  
degrada l a  l l n e a  Z de l a s  m i o f i b r i l l a s ,  h id ro l i za  tropo- 
miosina, t roponinas T e I ,  y l a  protefna C .  E l  product0 
p r inc ipa l  de degradacidn de l a  protefna C por CANP e s  
un polip6Eido de 30.000 D t  que aparece tambien durante 
el  almacenamiento post-mortem de l a s  carnes.  ' ~ s t a  pro- 
teasa  no a fec t a  a l a  miosina, a c t i n a ,  a a c t i n i n a  y t r o -  
ponina C (53) .  En 1983 Tanada y colaboradores ( 5 4 )  pu- I 
r i f i c a r o n  l a  CANP de m6sculo de carpa de peso molecular 
80.000, pH 6ptimo 7,O y propiedades genera les  coinciden- 
t e s  con l a s  CANP de pol lo ,  cerdo, conejo y vaca. Seg6n 
10s seg6n 10s au tores  s e r l a  una proteasa semejante a l a  
nCANP, y contin6an desarrol lando es tud ios  sobre l a  pre-  
senc ia  de l a  forma pCANP en mfisculo de carpa. 
vengan junto  a  o t r a s  en a lguna forma conce r t ada ,  no co-r 
nocida todav la ,  diagramando un sistema o s i s t e m a s  de- 
g r a d a t i v o s  e n  e l  t u rn -  ove r  p r o t e i c o  i n  v ivo  y en  e l  
d e t e r i o r o  post-mortem d e l  mGsculo e s q u e l 6 t i c o .  
Desde e l  punto de v i s t a  de  l a  conservac idn  de  a- -; 
l imen tos  l a  f a c t i b i l i d a d  de que d u r a n t e  l a  maduracidn 
de E n g r a u l i s  anchof t a  s a l a d a  o c u r r a n  r e a c c i o n e s  de  e s -  
t e  t i p o  y s u  secuencia  no se conoce. 
S i  adem6s de l o  expuesto  se toma en cons ide ra -  
c i 6 n  que: 
1)- La a c t i v i d a d  de l a s  enzimas depende d e  l a  e s -  P' 
p e c i e  y de l a s  condic iones  f i s i o l b g i c a s  d e l  (a l imenta-  
c i b n ,  grado de d e s a r r o l l o ,  Gpoca de c a p t u r a )  (55) ( 5 6 ) ,  
2 ) -  E l  pescado en  maduracibn es un product0 de  
humedad y l a  disminucidn de a c t i v i d a d  de pgua se asoci-a 
-7 -- , <- . I  -u 
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a 1  c o n t r o l  de  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i r n ~ t l c a s  e n  £ d r d a l d i -  
s l m i l ,  por  ejemplo: pa ra  v a l o r e s  de  a c t i v i d a d  de aqua 
e n t r e  0,6 y 0,85 l a  oxidac i6n  l i p i d i c a  es mayor que en- 
tre 0,3 y  0 ,5  ( 5 7 ) ;  mien t r a s  que l a  p o l i f e n o l  oxidasa- 
e s t 6  fuer temente  i n h i b i d a  (58), 
es e v i d e n t e  que f a l t a  s u s t e n t a c i 6 n  p a r a  e x t r a -  
p o l a r  l a  d i v e r s a  informaci6n d i s p o n i b l e  a  l a  r e s o l u c i 6 n  
de 10s problemas l i g a d o s  con l a  producci6n d e  semicon- 
s e r v a s ,  y  que l a  e x p l i c a c i 6 n  completa d e l  fendmeno de 
maduracidn de anchof t a  s a l a d a  r e q u i e r e  un e s t u d i o  pre-  
v i o  de l a  e s p e c i e  y e l  proceso p a r t i c u l a r  de  conserva- 
- 
r - 
c i6n .  - 11 
E l  o b j e t i v o  de este t r a b a j o  es conocer  e l  compr- 
t amien to  de  l a  p r o t e 6 l i s i s  enz imdt ica  du ran te  l a  madu- 
r a c i 6 n .  E s t e  conocimiento podr l a  c o n t r i b u i r  a  l a  f u t u r a  
op t imizac i6n  d e l  proceso,  ya que a  t r a v e s  de  l a  imple- 
mentaci6n de c o n t r o l e s  c i e n t f f i c a m e n t e  e s t a n d a r i z a d o s  
y d e l  acor tamien to  de  10s t iempos de  producci6n se l o -  
g r a r l a  aumentar l a  e f i c i e n c i a  y d i sminu i r  10s c o s t o s ,  
minimizando 10s r i e s g o s  de  p e r j u d i c a r  l a  c a l i d a d ,  l a  
e s t a b i l i d a d  y 10s c a r a c t e r e s  o r g a n o l g p t i c o s  d e l  produc- 
t o  a r t e s a n a l  . 
En funci6n de ese i n t e r e s  se d e s a r r o l l 6  e l  si- 
g u i e n t e  conjun to  de e x p e r i e n c i a s :  
a - determinacidn de l a  e x i s t e n c i a  de  enzimas pro- 
t e o l f t i c a s  a c t i v a s  en  e l  pescado e n  maduraci6n. 
b  - observaci6n de  p o s i b l e s  cambios en  e s a s  a c t i -  
v idades  d u r a n t e  l a  maduracibn. 
c  - e s t u d i o  d e l  e f e c t o  d e l  pH y l a  concen t r ac i6n  
d e l  c l o r u r o  de  sod io  sobre  e s a s  a c t i v i d a d e s .  
d  - p o s i b l e  degradaci6n enz imdt ica  de  l a  f r a c c i 6 n  
m i o f i b r i l a r  por  acc i6n  de  l a  f r a c c i 6 n  sa rcoplasmdt ica .  
e - observaci6n de l a  evo luc i6n  de l a  degradac i6n  
de l a s  p r o t e l n a s  musculares  con e l  t iempo de maduraci6n. 
WATER1 ALES 
PESCADO 
Se utiliz6 anchofta, Engraulis ancholta, captu- 
rada en la plataforma continental argentina entre 37,4O 
latitud sur y 28,8O latitud sur durante las campafias 
de pesca primaveral, meses de septiembre a diciembre. 
Los ensayos de laboratorio se efectuaron inmediatamen- 
te despues del arribo a tierra, esto es 6 a 8 horas 
posteriores a la captura: o despues de no mas de 24 ho- 
ras en hielo. 
ANCEIOITA SALADA 
Las experiencias se realizaron sobre muestras to- 
madas en distintos estadfos de maduraci6n, de latas de 
10 kg de ancholta salada, preparada: 
1- a escala industrial en saladeros de la zona, 
(campafias 1977 - 1978 y 1978 - 1979) 
2- en planta piloto reproduciendo el proceso in- 
dustrial: la rnateria prima fue pescado de un peso pro- 
nedio de 35 a 40 piezas por kg. Luego de un presalado 
de 24 horas en salmuera saturada, se lo descabezd y e- 
m o r m a  manual, y se lo dispusot viscer6 .parcia men e 
en latas de 10 kg, en capas alternadas con sal de roca 
de grano entrefino. Durante 10s primeros 30 dlas de ma- 
2  duraci6n se aplic6 una prensa de 200 g/cm , disminuysn- 
2 dola despues a 150 g/cm . El proceso se desarroll6 a 
temperatura ambiente, determinando su finalizacidn per- 
sonal especializado en la evaluacidn de 10s caracteres 
organoldpticos del producto. 
REACTIVOS 
- 
El cloruro de sodio y la caselna tip0 Hammarsten 
se obtuvieron de Merck, la hemoglobina de Merck o Difco. 
El benzoil arginin etil dster (BAEE), el benzoil tiro- 
sin etil Bster (BTEE) y la seroalbdmina bovina fueron 
adquiridos a Sigma. La acrilamida se obtuvo de Merck y 
Fluka v la bisacrilamida de Eastman Icodak y Sigma. To- 
dos 10s demas reactivos fueron de grado analftico. 

. - 3 Durante  l a s  carnpaeas 1977-1978. 1978-1979. 1979- 
A 
1 9 8 c  1980-1981 y 1982-1983 se tomaron m u e s t r a s  d e  an-  
c h o f t a  a medida que se d e s a r r o l l a b a  l a  maduracibn,  re-- 
l evando  10s s u c e s i v o s  e s t a d x o s  d e l  p r o c e s o ,  a  i n t e r v a -  
10s r e g u l a r e s  d e s d e  que se i n i c i a  ( t iempo c e r o ,  toman- 
do  pescado e n  l a s  c o n d i c i o n e s  que  l l e g a  a  l a  p l a n t a )  y 
h a s t a  que ha a d q u i r i d o  10s c a r a c t e r e s  o r g a n o l 6 p t i c o s  
1 d e l  p r o d u c t 0  maduro. e s t o  e s g e n e r a l m e n t e  8  a 9  meses 
. .. 
d e s p u s s -  En t o d o s  10s c a s o s  se mues t re6  c a d a  l a t a  d e  
1 0  kg una s o l a  v e z ,  tomando d e  e l l a  2 6 3 c a p a s  de an- 
c h o l t a  d e  l a  zona media s u p e r i o r .  
1 4 2 .  PREPARACION DE EXTRACTOS DE TEJIDO 
Todas l a s  o p e r a c i o n e s  se r e a l i z a r o n  e n t r e  0  y 4OC. 
b ' l ;  ,. . 
I : ,  ' 
Se p r e p 5 r a f 8 ~  e x t r a c t o s  de :  
1- a n c h o l t a  e n t e r a  
.- - 2- mGsculo y v l s c e r a s  
p a r t i e n d o  d e  5 g l 1 0  e j e m p l a r e s  a  10s que se l i m p i d  g u i -  
I h a -  I I 
t 6 n d o l e s  l a s  escamas,  c o l a  y p i e l .  
M 2 . 1 .  E x t r a c t o s  d e  a n c h o l t a  e n t e r a  
E l  m a t e r i a l  ya  l i m p i o  se desmenuzd p a r a  o b t e n e r  
.q k m m m .  
una mue>&a c o n j u n t a .  Una a l I c u o t a  se homogeneizd con  
4 volGmenes d e  ClNa 4 %  e n  e l  c a s o  d e  a n c h o i t a  f r e s c a ,  o  
d e  agua d e s t i l a d a  p a r a  l a  a n c h o i t a  s a l a d a ,  a  f i n  d e  te-  t 
st,.  C 
lJ %- n e r  una c o n c e n t r a c i d n  f i n a l  d e  ClNa d e  aproximadamente 
.:I1 
- I. 3 LI : . 
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0,6 M; e l  procedimiento se r e a l i z d  en l l c u a d o r a  a  max 
ma ve loc idad  du ran te  3 minutos. E l  homogenato (Hm)  se 
f i l t r 6  por tres capas  de  muselina y e l  e x t r a c t o  crudo 
r e s u l t a n t e  se d i a l i z d  toda  l a  noche c o n t r a  20 veces  
volunlen de C l N a  O,6 M obteniendose e l  e x t r a c t o  c r u  
a l a l i z a d o  (Ec) . 
M2.2. E x t r a c t o s  d e  mGsculo y v l s c e r a s  
En e l  m a t e r i a l  l imp io  se separ6  cu idadosamen~e  el 
mdsculo del  paquete  v i s c e r a l ,  descar tando  columna ve r -  
t e b r a l ,  p e r i t o n e o  y g6nadas. 
M2.2.1. 
E l  mdsculo desnenuzado y l as  v f s c e r a s  se procesa-  
ron por separado como en M2.1.Una a l l c u o t a  d e l  e x t r a c -  
t o  crudo de  mdsculo y o t r a  d e l  de  v l s c e r a s  se c e n t r i f u -  
garon d u r a n t e  20 minutos a  10.000 x g ,  desca r t ando  10s 
p r e c i p i t a d o s .  Los e x t r a c t o s  c rudos  y s u s  r e s p e c t i v o s  so- 
brenadantes  se d i a l i z a r o n  c o n t r a  2 0  voldmenes de  agua 
d e s t i l a d a  r e s u l t a n d o  10s e x t r a c t o s  c rudos  d i a l i z a d o s  de  
mGsculo (Ecm) y d e  v l s c e r a s  (Ecv) , l a  f r a c c i 6 n  sa rcop la s -  
mdt ica  o  s o l u b l e  de  l a s  p r o t e f n a s  de  mfisculo (Sbm) y e l  
sobrenadante  de  v f s c e r a s  d i a l i z a d o  (Sbv) .  
M 2 . 2 . 2 .  
E l  mGsculo desmenuzado de  pescado f r e s c o  se homo- 
geneizd con 10 voltimenes de  ClNa 0.25 M y e l  de  pescado 
sa lado  con agua d e s t i l a d a ,  a f i n  de  t e n e r  una concent ra -  
c i 6 n  f i n a l  de  ClNa d e  aproximadamente 0,25 M. Las v f sce -  
r a s  s e  homogeneizaron con 5 voldmenes de  agua d e s t i l a d a .  
Se cen t r i fug6  dada e x t r a c t 0  crudo durante  2 0  ninutos  a 
10.000 x g descartando 10s prec ip i t ados .  Los sobrenadan- 
t e s  de mGsculo s e  d i a l i z a r o n  cont ra  20 volGmenes deCli4a 
0,25 M y 10s de v l s c e r a s  con t ra  2 0  volGmenes de  aguades- 
t i l a d a ,  obtenigndose l a  f r acc i6n  sarcoplasmdtica o solu-  
b l e  de l a s  p ro te fnas  de mfisculo (Sbr.1) y e l  sobrenadante 
de v l s c e r a s  (Sbv) d i a l i z a d o s .  
M3. PREPARACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES 
Se hizo seadn e l  mgtodo de  G i l l  ( 5 9 ) .  Todas l a s  
; ,. .-• .- , ; 
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operScloies  s e  r e a l i z a r o n  e n t r e  0 y 4OC. E l  mdsculo l im-  
p io y desmenuzado s e  homogeneizb durante  2 minutos en 
l icuadora  a m6xima velocidad,  con 5 volemenes de  b u f f e r  
f o s f a t o  de  sodio y po tas io  20 mM, pI1 7,O , N3Na 1 m!4, 
EDTA 1 mM y ClNa 100 dl (Buffer  A ) ,  para e l  caso  de 
mGsculo fres.co; y con 25  voliunenes d e l  mismo buf fe r  pe- 
r o  s i n  ClWa (Buffer B )  en e l  caso  de anchol ta  sa lada ,  
de  mod0 de t e n e r  una concentraci6n f i n a l  de ClEJa de  a- 
proximadamente 100 mM. E l  homogenato s e  c e n t r i f u g e  a 
600 x g durante  1 5  minutos. E l  prec ip i t ado  se lav6  y 
cen t r i fug6  seis veces con Buffer A ,  y luego t r e s  veces 
mas con ClNa 100 mM, obtenigndose l a s  m i o f i b r i l l a s  (Pm). 
E l  sobrenadante separado a 1  c e n t r i f u g a r  e l  homo- 
genato a 600 x g s e  cen t r i fug6  durante  15  minutos a 
8.500 x g,  descartando e l  p rec ip i t ado ,  y e l  sobrenadan- 
te obtenido se filtrd pox papel Whatman N O I I  constitu- 
yendo ese filtrado la fracci6n sarcoplasmdtica de las 
protelnas musculares. 
M4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA 
M4.1. Medici6n de actividad proteolltica con caselna 
Las determinaciones fueron hechas con una modifi- 
caci6n del mQtodo de Anson (60). El sustrato, caselna 
tipo Hammarsten solubilizada en medio neutro o alcali- 
no (buffer fosfato de sodio 200 mM, pH 7,O 6 OHNa 25 
se incub6 con extractos de tejido en condiciones que se 
indicardn en cada experiencia; la reacci6n se detuvo a- 
gregando un volumen de TCA lo%, se dej6 30 minutos a 
temperatura ambiente, y el precipitado resultante se se- 
par6 por centrifugacidn a 5.000 x g durante 15 minutos. 
Se ley6 la absorbancia del sobrenadante a 275 nm. Los 
blancos de reaccidn se prepararon en forma semejante: 
no se incubaron y se adiciond el TCA inmediatamente an- 
tes que 10s extractos de tejido. 
M 4 . 2 .  Medicidn de actividad proteolftica con hemoglo- 
bina 
Se utilizd el mismo mgtodo que en M4.1. sustitu- 
I 
yendo el sustrato, caselna, por hemoglobina solubiliza- 
da en OHNa 25 mM y dializada contra agua destilada toda 
la noche. 
La a c t i v i d a d  e s t e r d s i c a  de  t i p 0  t r i p s i n a  d e  10s 
e x t r a c t o s  de  t e j i d o  se midi6 seg6n e l  metodo e spec t ro -  
. . 
fo tomdt r ico  de  Schwert y Takenaka ( 6 1 ) .  E l  s u s t r a t o  f u e  
F I 
. q;' BAEE, l a  r eacc idn  se d e s a r r o l l d  d i r ec t amen te  en l a  cu- 
b e t a  d e l  espec t rofo tdmet ro  y se i n i c i d  a 1  ag rega r  una 
a l l c u o t a  de  e x t r a c t 0  L d e  t e j i d o  en  condic iones  pue s e  de- 
. :I 
t a l l a r b n  'en cada e x p e r i e n c i a ;  s e  r e g i s t r a r o n  l a s  v a r i a -  
c i o n e s  de  absorbanc ia  a  253 nm cada 5 minutos .  se toma- 
ron como c o n t r o l  10s v a l o r e s  de  absorbanc ia  d e  una mez- 
c la  semejante  en  l a  que se reernplazd l a  a l l c u o t a  d e  
muestra por  agua d e s t i l a d a .  "' i 
M4.4. Medici6n d e  a c t i v i d a d  t i p 0  qu imot r ip s ina  
La a c t i v i d a d  e s t e r d s i c a  de  t i p 0  qu imot r ip s ina  d e  
10s e x t r a c t o s  de  t e j i d o  se midi6 con e l  metodo d e  Hum- 
m e 1  ( 6 2 ) .  La r eacc idn  se i n i c i 6  a 1  i n c o r p o r a r  una alX- 
cuota  d e l  e x t r a c t o  de  t e j i d o  a  un medio que c o n t e n l a  
; ;. 
e l  sustrato:BTEE, ba jo  condic iones  que se d e t a l l a r 6 n  en 
ma: 
-.  
cada e x p e r i e n c i a .  Se r e g i s t r a r o n  l a s  v a r i a c i o n e s  de  ah- - , j , , I  
sorbanc ia  a 256 nm cada 5 minutos.  En 10s c o n t r o l e s  se I 
I 
reemplazaron l a s  a l l c u o t a s  de n u e s t r a  por a g w  d e s t i l a d a .  
M 4 . 5 .  Medicidn d e  l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  end6gena y 
de  l a  a c t i v i d a d  a u t o l l t i c a  
' Las de te rminac iones  fueron  hechas  con una modi f i -  
. . 
cac idn  d e l  metodo d e  Anson ( 6 0 )  . Una a l l c u o t a  d e  l a  frac- 
- ,p : - I  a : % 
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c i 6 n  d e  t e j i d o  (Ec, Ecm, S D ~ ,  Sbv, suspensidn de  Pm el 
2 volfimenes de  b u f f e r  f o s f a t o  de  sod io  2 0  mM, pH 7,O) 
que se u t i l i z 6  como s u s t r a t o  y/o f u e n t e  de  p r o t e a s a s  se 
incub6 en condic iones  que serdn  ind icadas  en cads expe- 
r i e n c i a ;  l a  r eacc i6n  se detuvo agregando un volumen de 
TCA l o % ,  se d e j 6  30 minutos a temperatura  ambiente y e l  
p r e c i p i t a d o  r e s u l t a n t e  se separ6  por  c e n t r i f u g a c i 6 n  a  
5.000 x g d u r a n t e  1 5  minutos.  Se l ey6  l a  absorbanc ia  
d e l  sobrenadante  a  275 nm. Los b lancos  de  r e a c c i 6 n  se 
obtuvie ron  en  forma semejante:  no se incubaron y se a- 
d i c ion6  e l  TCA a n t e s  que e l  e x t r a c t 0  de  t e j i d o  c o r r e s -  
pondiente .  
Expresi6n d e  l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  
La a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  se expresd como l a  d i f e -  
r e n c i a  d e  absorbanc ias  a  una dada l o n g i t u d  d e  onda,  pro- 
ducida en un i n t e r v a l 0  d e  tiempo d e f i n i d o ,  r e f e r i d a  a  
- - 1 - .  I 
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l a  can t idad  de  p r o t e l n a  p r e s e n t e  en e l  medio d e  inc&;-- 
Actividad especifica = ( A y n n  x h - A  Oh)mg- '=A* Y 
Medici6n d e  l a s  p r o t e i n a s  t o t a l e s  
La concent rac idn  d e  p r o t e l n a  en  10s e x t r a c t o s  d e  
t e j i d o  se midi6 con e l  metodo d e  Lowry ( 6 3 ) ,  usando se- 
roalbdmina bovina como e s t a n d a r .  
l T t i c a  end6gena y de  l a  a c t i v i d a d  a u t o l f t i c a  
~ e s ~ u & s  d e  incubar  l a s  a l l c u o t a s  de  e x t r a c t 0  d e  
t e j i d o  como en M 4 . 5 .  , se detuvo l a  r e a c c i d n  agregan- 
do 2 volCmenes de  b u f f e r  d e s n a t u r a l i z a n t e :  u r e a  8 M , 
SDS 2,5% , EDTA 5 mM, 2 rnercapto e t a n o l  1%, en tris- 
g l i c i n a  100 mM, pH 8,8 y ca len tando  a  100°C d u r a n t e  5  
minutos.  Se u t i l i z a r o n , c o m o  r e f e r e n c i a  mezclas no incu-  
badas,  t r a t a d a s  d e l  mismo modo. En cada c a s o  se obtu-  
v i e ron  l a s  d i s t r i b u c i o n e s  e l e c t r o f o r 6 t i c a s  d e  l a s  pro- 
t e f n a s  p r e s e n t e s  'con e l  metodo d e  Porz io  y Pearson (64) 
que permi te  ob tene r  buena r e s o l u c i 6 n  de  l a s  p r o t e f n a s  
c o n t r d c t i l e s ,  espec ia lmente  d e  l a  cadena d e  miosina  pe- 
sada,  s i n  a f e c t a r  l a  sepa rac i6n  de  l a s  p r o t e l n a s  regu- 
l a t o r i a s  de  menor peso molecular .  Se t r a b a j 6  con g e l e s  
d e  p o l i a c r i l a m i d a  a1 l o % ,  con una r e l a c i 6 n  en  peso a c r i -  
lamida/b$sacr i lamida d e  100:1, en concent rac idn  f i n a l  
d e  b u f f e r  T r i s - g l i c i n a  0,4 M I  g l i c e r o l  5%, SDS 0,1% , 
EDTA 0 , l  mI4. La c o r r i d a  s e  h i z o  en un s i s t ema  d e  b u f f e r  
contfnuo T r i s - g l i c i n a  200 mM, pH 8 , 8  , S D S  0 , 1 % ,  i n i -  
c iando l a  e n t r a d a  d e  l a s  mues t ras  a1 g e l  ap l i cando  1 , 5  
mA por g e l ,  aumentando despugs a 3 mA por  g e l .  F i n a l i -  
zada l a  e l e c t r o f o r e s i s  l a s  p r o t e l n a s  separadas  en  e l  
g e l  se f i j a r o n  con i s o p r o p a n o l - g c i d o  a c g t i c o  - agua 
( 2 5 - 1 0 - 6 5 )  v a r i a s  horas ;  luego  se t i f i i e r o n  con a z u l  
de  Coomassie R 250 a 1  0,01% en 1 SO%, dc ido  ac6- 
t i r n  74. LOS aeles se des t i f i i e ron  por  lavado con bc i -  
M5. EVALUACION SUBJETIVA DEL GRAD0 DE WADURACION 
Personal especializado evalu6 en forma empirica 
el grado de maduracidn de las muestras de ancholta a 
travEs de sus caracteres organoldpticos. 
'. 
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RESULTADOS 
1 - MEDIDA DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE ANCHOITA PAR- 
CIALMENTE MADURA 
Con e l  o b j e t o  de  e s t a b l e c e r  l a  e x i s t e n c i a  d e  ac-  
t i v i d a d  p r o t e o l l t i c a  en 10s t e j i d o s  de  ancho l t a  duran-  
t e  l a  maduraci6n se t r a b a j 6  con e x t r a c t o s  de  anchof t a  
e n t e r a  y  un s i s tema d e  incubaci6n que r ep rodu je se  a lgu -  
nas  de  l a s  condic iones  d e l  proceso i n d u s t r i a l .  
La Tabla I V  muestra 10s v a l o r e s  de  a c t i v i d a d  en- 
d6gena medidos en c o n q e n $ r a ~ i p ~ q s  . , de s a l  $ d u s t r i a l  o  I .  I d e  ClNa v a r i a b l e s  entrd ' :  0 ~ 7 %  y 1 2  6 15% ;espectivamen- 
te .  Como se puede v e r  no hay d i f e r e n c i a s  frente a 10s dos 
r e a c t i v o s .  No hay i n k i b i c i 6 n  s i g n i f i c a t i v a  por  ClNa, n i  
por  s a l  i n d u s t r i a l  ., 
La Figura  1 muestra 10s v a l o r e s  de  a c t i v i d a d  pro- 
t e o l f t i c a  d e  e x t r a c t o s  de  a n c h o l t a  e n t e r a ,  medidos en 
un medio ad ic ionado  con c a s e l n a  como s u s t r a t o  ex6geno; 
se observa i n h i b i c i 6 n  proporc iona l  a  l a  concen t r ac i6n  
de  C l N a .  
La anchof t a  parc ia lmente  madura t i e n e  capacidad 
de  h i d r o l i z a r  p r o t e l n a s  ex6genas y end6genas aiin en 
concent rac iones  d e  ClNa semejantes  a l a s  d e l  proceso 
i n d u s t r i a l .  
- .- 
TABLA IV: ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE ANCHOITA 
ENTERA PARCIALNENTE I.IADURA 
Se incubaron a l f c u o t a s  de  e x t r a c t 0  crudo de  anchof t a  
e n t e r a  de  125 d f a s  de  naduraci6n ( M  2 . 1 .  , campafia 
1977-1978) con buffer f o s f a t o  de  sod io  20 inbl p H  6,2 y 
d - i f e r e n t e s  concent rac iones  de  ClNa o s a l  i n d u s t r i a l ,  
du ran te  2 h a 3 0 ° C p  volumen f i n a l  1 ml (24 4.5). 
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FIGUm. 1: ACTIVIDAD PROTEOLITICA 1 DE ANCIiOITA ENTERA PAR- 
CIALMENTE -YADURA 
Se incubaron  a l l c u o t a s  d e  e x t r a c t 0  c r u d o  d e  a n c h o f t a  
e n t e r a  d e  125  d l a s  de maduracidn (>I 2 .1 .  . campafia 1977- 
1978) con c a s e l n a  0 , 5 % ,  b u f f e r  f o s f a t o  d e  s o d i o  20 mM 
pH 6. 2 y d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de: i) ClNa a:0-0 25'C, 
@-a 30°C, 0--0 37°C; ii) sal  i n d u s t r i a l  A-A 30°C; du- 
r a n t e  2 h,  volumen f i n a l  l . m l  (Dl 4 . I ) .  
Durante todo e l  d e s a r r o l l o  de  este t r a b a j o  s e  a- 
dopt6 l a  s i g u i e n t e  nomenclatura: 
CAPACIDAD PROTEOLITICA: a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  m e -  
d i d a  s i n  ClNa en e l  media de incubaci6n.  
ACTIVIDAD PROTEOLITICA: a c t i v i d a d  p r o t e o l l t i c a  me-  
d i d a  en medios d e  incubaci6n con w concen t r ac idn  f i n a l  
de  ClNa d e l  15%. 
2 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE ANCHOITA 
En l a  F igura  2 se ve  que l a  capacidad y l a  a c t i v i -  
dad p r o t e o l l t i c a  enddgena de e x t r a c t o s  d e  a n c h o l t a  en- 
t e r a  son mdximas en  l a  e t a p a  d e l  p re sa l ado ;  despues  de  
30 d f a s  de  maduracidn disminuyen, permaneciendo en  va lo-  
res aproximadamente c o n s t a n t e s  y semejantes  a 10s' d e l  
pescado f r e s c o  h a s t a  e l  f i n a l  d e l  proceso.  La i n h i b i c i d n  
por  ClNa 15% a t r avEs  d e  l a  maduracidn es poco s i g n i f i -  
A Z b.5 
" . &-- - 
c a t i v a .  
En l a  Tabla V se dan 10s v a l o r e s  de  capacidad y 
de  a c t i v i d a d  p r o t e o l l t i c a  d e  anchof t a  e n t e r a  s o b r e  ca- 
se lna :  despues  de  20 d l a s  de  proceso  l a  capacidad pro-  
t e o l l t i c a  disminuye r e s p e c t o  de  s u  v a l o r  en  pescado 
f r e s c o  e n t r e  27% y 47%. La i n h i b i c i d n  por  C l N a  15% va- - 
r l a  e n t r e  75% y 87%.  
Dado que l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l l t i c a  enddgena d e  
10s e x t r a c t o s  d e  a n c h o l t a  e n t e r a  parcialment-e madura 
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FIGURA 2: EFECTO DEL TIEPlPO DE 
ENTERA 
. Se incubaron a l l c u o t a s  d e  e x t r a c t 0  crudo de  anchof t a  
paAa 1977-1978) con b u f f e r  f o s f a t o  d e  sod io  20 nM pB 6 ,  
en 0-0 C l N a  0% y 0-0 C l N a  15%, d u r a n t e  2 11 a 30°C, vQ- 
lumen f i n a l  1 ml (14 4.5) 
Se incubaron  a l l c u o t a s  d e  extract0 c r u d o  d e  a n c h o f t a  
e n t e r a  (M 2.1 .  campaiia 1977-1978) con:  c a s e l n a  0.5%. 
b u f f e r  f o s f a t o  d e  s o d i o  20 mM p H  6 , 2  en :  ClNa 0% y 
CliJa 15%.  d u r a n t e  2 h a 30°C. volumen f i n a l  1 m l  (M 4.1) 
.,' 
es mayor o iyua l  que la d e l  pescado f resco ,  mientras  que '1 
. * ,  ; *-%- "" P 
a1  avanzar e l  proceso. (prensado, lavados , e t c  . ) se p le r -  
de gran pa r t e  d e l  paquete v i s c e r a l ,  l o  que supondrxa 
I 
un menor apor te  de enzimas a 1  sistema, e s  pos ib le  que 
l a  ac t iv idad  p r o t e o l f t i c a  de alguno de 10s t e j i d o s  en 
maduracidn sea mayor gve l a  d e l  t e j i d o  f resco .  
Con e l  obje to  de confirmar e s t a  h i p 6 t e s i s  s e  m i -  
di6 ,  a t ravgs  d e l  p r o e e ~ o ,  l a  ac t iv idad  - - * -  p r o t e o l f t i c a  .-- 
I :- 
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de 10s t e j i d o s  muscular y viseeraf'poT separado. Tam- 
bi6n se estudiaron alyunos indicadores de propiedades 
de l a s  proteasas  presentes .  Se t r aba j6  en d i s t i n t a s  
condiciones de  pH y con d i s t i n t o s  s u s t r a t o s ,  midiendo 
l a  capacidad y l a  ac t iv idad  p r o t e o l l t i c a  de: 
- Extracto crudo de mbsculo. 
- Fraccidn s a r c ~ ~ l a s m b t i c a  o soluble  muscul?r. 
- Fraccidn soluble  v i s c e r a l .  
A continuaci6n se d e t a l l a n  10s resu l t ados  de es- 
t a s  experiencias .  
3 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
PROTEOLITICA DE MUSCULO DE ANCHOITA 
En l a  Tabla V I  e s t s n  indicados 10s valores  de ca-  
pacidad a u t o l f t i c a  d e l  m6sculo de anchofta f r e sca  y pa&- 
cialmente nadura. En 50 d f a s  de proceso l a  capacidad au- 
t a  magnitud, e s t e  comportamiento s e  r e p i t i 6  e n  todas l a s  
TABLA V I :  EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE PlUSCULO DE ANCHOITA 
Se incubaron al lcuotas  de extract0 crudo de m G s c u l o  de 
anchofta de d i s t i n t o s  estadlos de m a d u r a c i d n  ( M 2 . 1 ,  
c a m p a A a  1 9 7 8 - 1 9 7 9 )  con b u f f e r  fosfa to  de sodio 2 0  mM 
p H  6,2 durante  2 h  a 3 7 ° C , v o l u m e n  f i n a l  l m l ( M 4 . 5 )  
T i e m p o  de 
A c t i v i d a d  especifica 
m a d u r a c  i 6 n  
( A A 2 7 5  2  h. m g - l )  ( d i a s )  
0 0 , l O  
50 0 , 2 0  
campafias estudiadas posteriormente. 
4 - EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA DEL 
MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y EN MADURACION 
En las Figuras 3 y 4 se puede observar que el md- I 
ximo de capacidad autolftica del mdsculo fresco y en I 
maduracidn corresponde aproximadamente a pH 8,s .  I 
La Figura 5 permite comparar 10s valores de capa- 
cidad proteolftica en func,idn del pH de: mdsculo fresco 
y parcialmente maduro. Despues de 50 dfas de proceso la I 
capacidad autolftica muscular a pH dcido y neutro es 
100% mayor que la del mdsculo fresco, y a pH alcalino 
150% mayor. 
En la Figura 6 se ven 10s valores de capacidad 
proteolftica del mdsculo de anchofta fresca y parcial- 
mente madura sobre hemoglobins, medida a distintos pH. 
La capacidad del mdsculo de anchofta para hidrolizar I 
esta protefna exdgena es msxima a pH 3,s; a 10s 50  dfas I 
de proceso aumentii con respecto a la del mdsculo fres- I 
co entre 70% y 90% en todos 10s valores de pH que se la 
rnidib. 
5 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLAS- 
MATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA 
Las Figuras 7 ,  8 y 9 muestran aue la cap acid ad,^ 
I I .  
FIGURA 3: EFECTO DEL pH SOB= LA CAPACIDAD PROTEOLITICA 
. ,, 
- ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA 
. . 
Ir $ S e  i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  d e  extract0  c r u d o  d e  mGsculo d e  
a n c h o f t a  fresca ( M  2.2.1. campafia 1978-1979) c o n  b u f f e r  
'. -.:, c i t ra to  d e * s o d i o  20 mM pH 3.5 a 4 .0 ;  b u f f e r  acetato d e  I 
0 - 
. .- .. 
r ;.- ,. s o d i o  20 mM pH 3 , 6  a 5.5; b u f f e r  f o s f a t o  d e  s o d i o  20 mM 
. . 
. t-. i ,. 
r. 
pH 6.0 a 8 , 0 1  y b u f f e r  b o r a t o  d e  s o d i o  20 mM p H  8.0 a 
9,O; d u r a n t e  2 h a 37OC. volumen f i n a l  1 m l  (M 4 . 5 )  
I I  - 
4 I, .. . :- . . ... .': - 
FIGURA 4m: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA 
ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA PARCIALMENTE IJlADURA 
Se  incubaron alxcuotas  de extract0  crudo de m6sculo de 
anchofta de 5 0  d f a s  de maduracidn ( M  2 . 2 . 1 ,  campafia 
1978-1979) con buffer  c i t r a t o  de sodio 20 mM pH 3,s a 
4,O; buffer ace ta to  de sodio  20 mM pH 3,6 a 5,s; bu- 
f f e r  f o s f a t o  de sodio 20 mM pH 6,O a 8,0, y buffer bo- 
rat0  de sodio 20 mM pH 8,O a 9,O; durante 2 h a 37"C, 
volumen f i n a l  1 m l  ( M  4.5) 
FIGURA 5: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITLCA 
ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y PARCIALMENTE 
MADURA 
0-0 E x t r a c t o  crudo de  ndscu lo  f r e s c o .  
a-• E x t r a c t o  crudo d e  50 d f a s  de  maduracibn. 
Condiciones d e  incubacibn:  i g u a l e s  a l a s  de  l a s  Figu- 
r a s  3 y 4 .  
FIGURA 6: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA 
DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y PARCIALMENTE MADURA ME- 
DIDA SOBRE HEMOGLOBINA 
S e  incubaron a l fcuotas  de extract0 crudo de m f i s c u l o  d ~ :  4 i:;34 0-0 anchof t a  ,fresca, y de e--• a n c l ~ o l t a  de 5 0  d l a s  d d  
I 
m a d u r a c i d n  (M 2.2.1 c a m p a f i a  1978-197 9) con h e m o g l o b i n a  
1 ,5%,  b u f f e r  c i t r a t o  de sodio 2 0  mM p H  3,5 ,  b u f f e r  fosa  - c -  L A 
9 .I'.. 
fato de sodio 20 mM pH 6 , 2 ,  o b u f f e r  borato de sodio 2 0  
mM pH 8,5;  duran te  2 h a 37OC,  v o l u m e n  f i n a l  1 m l  (14 4.2) 
E n  cada punto se desconk6 l a  act iv idad proteol f t ica  en- 
d d g e n a  (M 4 .5)  
FIGURA 7 :  EFECTO DEL TIEMPO DE L W U R A C I O N  SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS 
DE MUSCULO DE ANCHOITA 
S e  incubaron alfcuotas de sobrenadante de m d s c u l o  de anchof- 
t a  de d i s t i n t o s  estadfos de maduraci6n ( M  2 . 2 . 1 ,  c a m p a f i a  
1 9 8 0 - 1 9 8 1 )  con buffer fosfato de sodio 2 0  ml4 pk 6 , 2  en:  
0--0 C l N a  0 %  y 0-0 C l N a  1 5 % ,  durante 1 h a 37 " C ,  v o l u m e n  
f i n a l  0 , 5  m l  (M 4.5). 
Tiempo d e  maduraci6n ( d l a s )  
FIGURA 8: EFECTQ DEL TIEMPO DE MADURACdON SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS 
DE MUSCULO DE ANCHOITA 
Se incubaron a l f c u o t a s  de sobrenadante de ndsculo  de anchol-  
t a  de  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  maduraci6n (M 2 . 2 . 2 ,  campafia1982- 
1983) con buf f er  f o s f a t o  de sod io  20  rnM pH 6 , 2  e n : O - O C L !  0% 
y @--@ClNa 15%,  durante 2 h a 37OC, volumen f i n a l  1 m l  (M4.5) 
Tiempo de  maduraci6n ( d l a s )  
FIGURA 9: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA- 
CIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE 
l4USCULO DE ANCHOITA 
-
Se incubaron a l f c u o t a s  d e  sobrenadante  de  mGsculo de  an- 
c h o l t a  de d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e  maduracidn ( M  2.2.1, cam- 
paBa 1979-1980) con b u f f e r  f o s f a t o  de  sod io  20 mM pH 6,2, 
duran te  1 h a 37OC, volumen f i n a l  0,s ml (M 4.5) 
l a  a c t i v i d a d  a u t o l l t i c a  d e  l a s  p r o t e f n a  s a r cop l a smb t i -  
c a s  d e l  m ~ s c u l o  en  maduracidn nunca son menores que l a  
capacidad a u t o l f t i c a  d e l  mGsculo f r e s c o .  
D e  10s v a l o r e s  d e  l a  Tabla  V I I  se v e  que l a  i n h i -  
b i c i 6 n  por  ClNa 15% es nu la  en  mdsculo d e  a n c h o f t a  f r e s -  
c a t  y que d u r a n t e  l a  maduraci6n es mayor o i g u a l  que 
c e r o  . 
6 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ACIDAS DE MUSCULO DE 
ANCHOITA 
En l as  F i g u r a s  10 ,  11 y 12  se ve  que 10s v a l o r e s  
d e  a c t i v i d a d  a u t o l l t i c a  d e  l a s  p r o t e x n a s  s a r cop l a smb t i -  
c a s  d e l  mGsculo en  maduraci6n, medidos a pH 3,s , son 
d u r a n t e  todo e l  proceso  mayores o d e l  mismo orden  que 
t 
l a  capac idad  a u t o l f t i c a  d e l  mGsculo f r e s c o .  En g e n e r a l  
no hay i n h i b i c i 6 n  por  ClNa 15%.  
Las F i g u r a s  1 3 ,  1 4  y 1 5  muest ran  10s v a l o r e s  d e  
capacidad p r o t e o l 5 t i c a  d e  l a s  p r o t e i n a s  s a r cop l a smb t i -  
c a s  d e l  m6sculo en  maduracidn s o b r e  hemoglobina, medi- 
dos  a pH 3,s .  C u a l i t a t i v a m e n t e  r e p i t e n  e l  comprtamien- , 
t o  d e  l a  a u t b l i s i s .  
7 - EFECTO DEL TIEMPO DE P4ADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ALCALINAS DE MUSCULO 
TABLA VII: INHIBICION FOR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD AU- 
TOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO 
DE ANCHOITA A TRAVES DE LA MADURACION 
( capacidad'autolftica - actividad autolltica ) 
capacidad autolftica 
0 50 100' 200 
Tiempo de  maduracibn ( d l a s )  
FIGURA 10: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACIQN .SOBIPB &A cA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SAR- 
COPLASPlATICAS DE MU.SCUL0 DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ACUX3 I 
Se incubaron a l f c u o t a s  de sobrenadan te  de m6sculo de an- 
c h o f t a  d e  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e  maduraci6n (M 2.2.1, 
campaiia 1980-1981) con b u f f e r  c i t r a t o  de  sod io  20 mM 
pH 3.5 en:O--OClNa 0% y C . C l N a  15%, d u r a n t e  1 h a 37'C, 
volumen f i n a l  0,5 ml (M 4 . 5 )  
T i e m p o  de ' m a d u r a c i 6 n  ( d f a s )  
FIGURA 11: EFECTO DEL TIElJiPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS 
DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A p H  ACIDO 
Se incubaron a l fcuo tas  de sobrenadante de m C s c u l o  de anchof t a  
de d i s t i n t o s  estadfos de m a d u r a c i d n  (lil 2 . 2 . 2 ,  c a m p a f i a  1 9 8 2 -  
1 9 8 3 )  con  b u f f e r  c i t r a t o  de sodio 20  mM p H  3 , 5  en:O-O C l N a  0% 
y e - O C l N a  I S % ,  duran te  2 h a 3 7 O C ,  v o l u m e n  f i n a l  1 ml (W 4 - 5 )  
T i e m p o  de naduraci6n ( d l a s )  
FIGURA 1 2 :  EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASZrZATICAS DE MUSCULO DE All- 
. 
CHOITA, MEDIDA A p H  ACIDO 
Se incubaron alfcuotas  de sobrenadante de m G s c u l o  de anchol ta  
de d i s t i n t o s  estadfos de m a d u r a c i 6 n  ( M  2 . 2 . 1 ,  c a n p a f i a  1 9 7 9 -  
1 9 8 0 )  con buf fe r  c i t r a to  de sodio 2 0  mi4 pH 3 , 5 ,  d u r a n t e  1 h a 
37OC,  v o l u m e n  f i n a l  0 ,  5 r.11 (M 4 .5) 
Tiempo d e  1naduraci6n ( d l a s )  
FIGURA 13: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA- I 
CIDAD PROTEOLITICA DE LA FRACCION SARCOPLASMATIGA-DE MVSCU- 
- 
LO DE ANCHOITA, MEDIDA SQBRE HEMOGLOBINA A p H  X I D O  
Se incubaron a l f c u o t a s  de  sobrenadante  de  mClsculo d e  an- 
c h o l t a  de  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e  nadurac i6n  ( M  2.2.1, c a m -  
paBa 1980-1981) con hemoglobina 1,5%, b u f f e r  c i t r a t o  d e  
sod io  20 mM pH 3,5, d u r a n t e  1 h a 37OC, volumen f i n a l  0.5 
m l  (Y  4 .2) . En cada punto se descont6  l a  capacidad a u t o -  
l f t i c a  ( M  4.5) 
0 50 100 150 200 250 300 
Tiempo d e  maduraci6n ( d f a s )  
FIGUPA 14: EFECTO DEL TIEt4PO DE MADURACION SOB= && CABACIDAD 
PROTEOLITICA DE LA FRACCIOH SARCOPLASblATICA DE IJWSCULO DE AN- 
CHOITA, MEDIDA SOBRE HEElOGLOBIMA A pH ACID0 
Se incubaron a l f c u o t a s  de saltrrenadante de mdsculo de anchof t a  
de d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  maduraci6n CM 2 . 2 . 2 ,  campafia 1982- 
1983) con henoglobina 1,5%, b u f f e r  c i t r a t o  de sodio  2 0  nMf pH 
3,5, duran te  2 h a 3Y0C, vsfumen f i n a l  1 ml (M 4,.2) .  En cada 
punto s e  descont6 l a  capacidad a u t o l l t i c a  (K 4.5 )  
Tiempo de maduracidn (d fas )  
FIGURA 15: EFECTO DE'L TIEMPO DE ElADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD PROTEOLITICA DE LA FRACCION SARCOPLASEIATICA DE 
21USCULO DE ANCHOITA, hlEDIDA SOBRE HEMOGLOBINA A pH XUX) 
Se incubaron a l fcuo tas  de sobrenadante de mtisculo de 
anchofta de d i s t i n t o s  estadSos de rnaduracidn (M 2 . 2 . 1 ,  
campafia 1979-1980) con hemoglobina 1,5%, buffer  c i t r a -  
t o  de sodio 20 mM pH 3,5; durante 1 h a 37OC, volumen 
f i n a l  0,s m l  (M 4 . 2 )  . En cada punto se descontd l a  ca- 
pacidad a u t o l l t i c a  (M 4 . 5 )  . 
DE ANCHOITA 
En las curvas de las Figuras 16, 17 y 18 se-pue- 
de observar que la actividad autolltica de las protef- I 
nas sarcoplasmSticas de mGsculo en maduraci6n, medida 
a pH alcalino, es mayor o igual que la capacidad auto- 
lltica del mfisculo fresco. 
- .  
En la Tabla VIII estdn indicados 10s porcentajes 
* 
de inhibici6n de la capacidad autolltica por ClNa 15%. 
Aunque varfa segfin la campafia, la magnitud de la inhi- 
bici6n de las proteasas alcalinas de mdsculo en madura- 
ci6n es mayor que la de m6sculo fresco. I 
I 
En la Figura 19 se ven 10s valores de capacidad 
y actividad proteolftica sobre BTEE de las protelnas 
sarcoplasm6ticas de mfisculo en maduraci6n. En 10s pri- 
meros 80 dfas ambas disminuyen respecto del valor en 
mGsculo fresco, despugs se mantienen aproximadamente 
constantes. Durante 10s dos meses iniciales la activi- 
dad proteolltica es aproximadamente 20% mayor que la 
capacidad proteolftica, efecto que se revierte a1 avan- 
zar el proceso observdndose que despu6s de 80 dSas de 
maduraci6n el ClNa 15% inhibe la capacidad proteolfti- 
ca de tip0 quimotripsina aproximadamente un 30%. 
En la Figura 20 se puede observar que la capa 
dad proteolftica de las proteasas alcalinas de md 
en maduraci6n sobre caselna es mayor que la de P 
- ' r  , , . l  
fresco. 
Tiempo de  maduraci6n (dxas)  
FIGURA 16: EFECTO DEL TIEMPO DE lIADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SAR- 
- -- 
COPLASllATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ALCA- 
LINO 
Se incubaron a l f c u o t a s  de sobrenadante  d e  mfisculo d e  an- 
c h o l t a  en  d i s t i n t o s  e s t a d l o s  de maduraci6n (M 2 . 2 . 1 ,  cam- 
pafia 1980-1981) con b u f f e r  bo ra to  de  sod io  20  mM p H  8,5 
enO-OClNa 0% ye- -aClNa 15%, d u r a n t e  1 h a 37'C, volu- 
men f i n a l  0,5 ml (M 4.5) 
FIGURA 17: EFECTO DEL TIEl4PO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS 
DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ALCALINO 
Se incubaron a l f c u o t a s  d e  sobrenadan te  d e  ndscu lo  d e  ancho f t a  
d e  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  maduraci6n (N 2.2.2, campafia 1982- 
1983) con b u f f e r  b o r a t o  d e  sod io  20 nM p H  8 , 5  e n  : 0-0 ClNa 0% 
y 1)-• ClNa 15%, d u r a n t e  2 h a 37OC, volumen f i n a l  1 m l  ( M  4.5) 
FIGURA 1 8 ;  EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-.  . 
PACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASf.IATfCAS DE 
?fUSCULO DE ANCHOITAl MEDIDA A pH ALCALINO 
. 
. 
Se i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  d e  s o b r e n a d a n t e  d e  rnGsculo de an; 
c h o f t a  de d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de maduraci6n (M 2.  2.11 CZ- 
TABLA VIII: INHIBICIOEJ POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD AU- 
TOLITICA DE LAS PROTEWAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO DE 
ANCHOITA, blEDIDA A pH ALCALINO, A TRAVES DE LA MADURACION - 
Se calculd segdn: 
( capacidad autolltica - actividad autolltica ) 
capacidad autolftica 
* 
Tiempo de 1980-1981 TiemPo de 1982-1983 
maduracidn Inhibicidn pr maduracidn 1 ~ h - b i ~ i 6 ~  aNa 
(df as) ( $ 1  (alas) ( %  
0 Q 0 a 160 Q 
16 40 180 17 
30 80 232 34 
56 85 267 37 
91 43 324 37 
195 60 -- -- 
i 
I 1 I I t I 
0 50 100 150 200 250 
Tiempo de maduraci6n (dlas) 
FIGURA 19: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE TIP0 QUIMOTRIPSINA DE LA FRAC- 
CION SARCOPLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITA 
Se incubaron alfcuotas de sobrenadante de anchofta de 
distintos estadlos de maduraci6n (~2.2.x.~ campana 9- 
I 
I ' ' 1980) con BTEE 0,5 mM, buffer Tris-C1H 55 mM, pH 7 ,8  , 
C12Ca 55 mM, y 0-0 ClNa 0% 6 *-• ClNa 15%', durante 10 
min a temperatura ambiente, volumen final 1 ml (M4.4.) 
Tiempo de maduraci6n ( d l a s )  
FIGURA 20: EFECTO DEL TIELWO DE $IADURACION SOBFIE LA CAPA- 
CIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE LA FRACCION SARCO- 
PLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITAI MED~DAS A PB ALCALINO - 
S e  incubaron a l l c u o t a s  de sobrenadante de mdsculo de an- 
chof t a  de d i s t i n t o s  e s tadfos  de maduracidn (M 2 .2  .:I, czm- 
pafia 1980-1981) con: casefna 0,5%1 buffer b r a t o  de sodio  
20 mM pH 8,5  en: 0-0 ClNa 0% ye- P ClNa 1 5 4 ,  durante 1 h 
a 37OC, volumen f i n a l  1 m l  (M 4 .l) . En cada punto se des- 
contd l a  capacidad o activida'd a u t o l f t i c a  (M 4.5) . 
Los valores de La tabla IX indican 10s porcenta- 
jes de inhibici6n de la capacidad caseinolztica por 
ClNa 15%; son mayores aobre las proteasas alcalinas de 
mdsculo en maduracidn que.sobre las de mdsculo fresco. 
El aumento de capacidad y actividad proteolftica 
frente a un sustrato, con disminucidn simultdnea frente 
a otro a1 avanzar la maduracidn, supondrfa la existen- 
cia de por lo menos dos proteasas alcalinas. 1 
Los resultados expuestos en 10s puntos 3 a 7 con- 
firman que la capacidad y la actividad autolltica del 
mGsculo de anchofta, medidas a pH bcido, neutro y alca- 
lino, aumentan durante la maduraci6n. 
Considerando la labilidad de 10s lisosomas a 10s 
que en ningdn momento despues de la captura (6a8h) e 
inicio del salado se les da proteccidn osm6tica adecr-- 
da (65), y que la alta concentraci6n de ClNa en 10s te 
jidos (aproximadamente 15%) causa separacidn de las en- 
zimas unidas a membranas (66), se descarta que 10s in- 
crementos de capacidad y actividad autolztica vistos en 
10s extractos crudos (puntos 3 y 4) y en la fraccidn 
sarcoplasmdtica muscular aGn despues de varios meses de 
iniciado el proceso,se originen en el pasaje de protea- 
sas desde la fraccidn insoluble a la soluble (Sbm) du- 
rante la preparaci6n de la misma. 
Algunas de las razones que explicarzan esos aumen- 
C .  
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TABLA I X :  I N H I B I C I O N ~ P O R  C l N a  15% DE LA CAPACIDAD C A S E I -  
.. .f 
. . NOLITICA ALCALINA DE LA FRACCION SARCOPLASPIATICA DE MUSCU- 
LO DE ANCHOITA. A TRAVES DE LA MADURACION 
Se  ca lcu ld  segbn: 
( capacidad caseinolf t ica  - ac t iv idad  case inol f t ica  ) x 100 
capacidad case inol f t i ca  
* 
T i e m p o  de 
m a d u r a c i d n  
( d f a s )  
0 
16 
30 
56 
91 
195 
B 
Inhibici6n p r  ClNa 
( % I  
27 
7 8 
r 
c, , ili- 7 0 
- 
4 5 
6 8 
59 
t o s  son: 
- disminucidn de l a  a c t i v i d a d  d e  algGn i n h i b i d o r  
de  p r o t e a s a s  p r e s e n t e  en l a  f r a c c i 6 n  sa rcoplasmbt ica .  
- v a r i a c i o n e s  en  l a  e s t r u c t u r a  d e  l a s  p r o t e f n a s  
d e  l a  f r a c c i 6 n  sa rcoplasmdt ica  ( p r o t e a s a s  y/o s u s t r a -  
t o s )  . 
8 - INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y 
SARCOPLASMATICAS DURANTE LA MADURACION 
Considerando que l a s  p r o t e f n a s  i n s o l u b l e s  ( p r o t e f -  
nas  m i o f i b r i l a r e s )  c o n s t i t u y e n  i n i c i a l m e n t e  e l  65% d e l  
t 
mbsculo, s e r l a  impor tan te  e s t u d i a r  l a  i n t e r a c c i d n  e n t r e  
l a s  p r o t e f n a s  m i o f i b r i l a r e s  y sa rcop la smdt i ca s  desde e l  
punto de  v i s t a  d e  l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a ,  y s u s  mo- 
d i f i c a c i o n e s  d u r a n t e  l a  maduracidn. 
Se d e f i n e  i n t e r a c c i e n  (I)  e n t r e  p r o t e f n a s  m i o f i b r i -  
l a r e s  (Pm) y sarcoplasmdt icas  (Sbm) como: 
. . 
proteina incubada m g  mg 
- 1 Los v a l o r e s  d e  l a s  Tablas  X y X I :  A A ~ ~ ~  Pm.20 h.mg 
obten idos  a1 incubar  a l f c u o t a s  d e  una suspensi6n d e  pro- 
t e f n a s  m i o f i b r i l a r e s ,  a p H  n e u t r o  y a l c a l i n o  r e s p e c t i v a -  
mente, i nd i can  p o s i b l e  autodegradacidn de l a s  mismas ; e s t e  
comportamiento no muestra una t endenc ia  definida durante el pro- 
TABLA X: AUTODEGRADACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES - 
DE ANCHOITA A TRAVES DE LA IADURACION 
Se incubaron a l l c u o t a s  d e  una suspensi6n d e  p r o t e f n a s  
m i o f i b r i l a r e s  de  anchozta  de  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  m a -  
durac i6n  (M 3., campafia 1982-1983) con b u f f e r  f o s f a t o  
de  sod io  20 mI4 p H  6,2 , d u r a n t e  20 h  a  37OC, volumen 
f i n a l  1 m l  (M4.5.) 
Tiempo d e  
madurac i6n  
( d f a s )  
0 
6 
13 
36 
64 
70 
91 
105 
163 
232 
267 
324 
1 
I i 
~ u t o d e g r a d a c i 6 n  
(A A275 20 h . V - l )  
0,07 
0,05 
0,OO 
0,Ol 
0,04 
0,08 
0113 
0,07 
0,OO 
0,09 
0,11 
0,07 
TABLA X I :  AUTODEGRADACION DE LAS PROTEINAS NIOFIBRI- 
LARES Dd ANCHOITA-MEDIDA A pH ALCALINO A TRAVES DE LA 
- 
MADURACION 
S e  incubaron a l f cuotas  ds una.suspensi6n de protefnas 
mio f ibr i lares  de anchoLta de d i s t i n t o s  e s tadfos  de ma- 
duracidn (M 3 .  , campa5a 1982-1983) con buffer borato 
de sodio 20 mM pH 8,5,  ddrante 20 h a 37OC, volumen f i -  
nal 1 ml (14 4.5) 
Tiempo de 
naduraci6n 
(df as) 
ceso. vaao que persiste deapu6s de 10s exaustivos lava- 
dos realizados durante el aislamiento de las protefnas 
miofibrilares segdn el &todo de Gill (59) y segGn el 
metodo empleado por Drabikowski (67) que incluye deter- 
gentes, no se tratarfa de una contaminacidn con protea- 
* 
sas sarcoplasm~ticas. La posibflidad que sea una acti- 
vidad proteolf tica propia de las protefnas miofibrila- 
res se contrapone con su resistencia a tratamientos tbr- 
micos drdsticos (68). Si bien estas hip6tesis no pueden 
descartarse, para la interpretaci6n de las siguientes 
experiencias se considerard que la autodegradaci6n mio- 
fibrilar es no enzimgtica. Esto significa que en el 
cdlculo de interacci6n se excluirs del terrain0 que re- 
presenta la cantidad de protefna incubada a las pro- 
teSnas miofibrilares: 
Dado que no se estd trabajando con enzimas puri- 
ficadas sin0 con un sistema relativanlente complejo o 
crude, son varios 10s factores que determinan el valor 
de la interaccidn entre las protelnas rniofibrilares y 
sarcoplasndticas calculado segan I. Un valor negativo 
o nulo indicarla qub: o bien las protefnas miofibrila- 
res no son hidrolizadas por las proteasas sarcoplasm8- 
ticas, o que esa hidrdlisis es de magnitud relativamen- 
l i s i s  de l a s  protefnas sarcoplasfi~bticas. Esta segunda 
posibilidad se  deberfa a l a  d i s t i n t a  especificidad de 
l a s  proteasas sarcoplasmbticas- f ren te  a 10s posibles 
sustra tos  disponibles (proteinas miofibr i lares  y sar-  
c o p l a s n ~ t i c a s ) ,  o a l a  presencia de inhibidores apor- 
tados al sistema por l a s  proteinas miofibr i lares .  
S i  e l  valor calculado de I e s  nayor que cero in- 
dicarfa  que l a s  protefnas miofibr i lares  son hidroliza- 
das por l a s  proteasas sarcoplasnSticas, siendo l a  mag- 
nitud de esa prote6l i s i s  enddgena de suf ic iente  nagni- 
tud como para superar alguna disrilinucidn en l a  au to l i -  
sis de l a s  protefnas sarcoplasm~ticas .  
La interacci6n asf definida es una nedida de l a  
capacidad o de l a  actividad pro teol f t ica  end6gena de 
l a  fracci6n sarcoplasmdtica muscular, e s  decir  de l a  
capacidad o de l a  actividad de l a s  proteasas. de l a  
fraccidn sarcoplasmdtica para hidrol izar  protefnas 
miofibri lares.  La  capacidad de interacci6n s e  re f ie -  
r e  a valores de I calculados a p a r t i r  de medidas de 
actividad hechas s i n  ClNa en e l  medio de incubacibn, 
o sea medidas de capacidad pro teol i t ica .  Cuando I se 
* 
calcula a p a r t i r  de valores de actividad p ro teo l l t i ca ,  
o sea mediciones hechas en presencia de ClNa 158, se 
l a  denomina interaccibn. 
8.1. - Efecto d e l  tiemp4 de  maduraci6n sobxe l a  capaci-  
. .  . 
dad d e  in te racc idn  enbge las  pro te fnas  sarcoplasmdticas  -
y m i o f i b r i l a r e s  de mbgc$lo de anchofta  
La Tabla X I 1  muestsa 10s va lo res  d e  l a  capacidad 
de  i n t e r a c c i d n  e n t r e  l aa  pro te fnas  sarcoplasmdticas  y 
m i o f i b r f l a r e s  a trav&s de l a  maduracidn. En nnchofta 
f r e s c a  y durante  10s pxlmeros 70 dSas d e l  proceso es 
menor que cero ,  y.mayor despubs de 90 dxas.  La i n t e r a c -  
c idn  presenta  una a l t e r n a n c i a  de  v a l o r e s  mayores y me- 
nores  qtie cero  s i n  una tendencia  d e f i n i d a  (da tos  no 
mostrados) . 
8 .2 .  - Efecto d e l  tiernpo de  maduracidn sobre  l a  capaci-  
dad de  i n t e r a c c i d n  e n t r e  las  p ro teasas  Scidas  y las  pro- 
t e f n a s  m i o f i b r i l a r e s  de mdoculo de anchol ta  
Para l a  autodegradacidn de l a s  p ro te fnas  miof ib r i -  
lares (da tos  no mostrados) se s igue  e l  rnismo c r i t e r i o  
que en e l  caso  de  l a  autodegradacidn medida a pH neut ro  
y a l c a l i n o :  se l a  cons idera  no enzimgtica.  
. Los va lo res  de  l a  capacidad de  interact-i6n e n t r e  
las  pro teasas  dc idas  y l a s  p ro te fnas  r n i o f i b r i l a r e s  son 
muy ba jos  (da tos  no mostrados) , globalmerrte se vid que 
en anchofta  f r e s c a  y h a s t a  10s primtwos 6 dSas de madu- 
rac idn  so9 menores que ce ro ,  y mayores desde 10s 1 3  df- 
as en adelante .  La i n t e racc idn ,  que tambidn es muy b a j a ,  
) 
present6 a l t e r n a n c i a  de  v a l o r e s  mayores y menores que 
TABLA X I I :  EFECTO DEL FIEMPO DE MADUMCIOM SOBRE LA CAPA- 
CIDAD PROTEOLITICA ENDQGENA DE LA FRACCION SARCOPLASMATI- 
CA DE PlUSCULO DE ANCHOITA (CAPACIDAD DE INTERACCION) 
Se incubaron alXcuotas de  sobrenadante de mfisculo de  an- 
c h o l t a  de  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  maduraci6n (M2.2.2.,cam- y 
8 .  
paha 1982-1983) don una suspensibn de  p ro te f  nas  miofibri- ' & I  
lares del  e s t a d l o  de  maduracidn correspondiente;  buffer , ti 
f o s f a t o  de  sodio  20 a4 .pH 6 ,2  , durante 20 h a 37OC, v o r , ~  
lumen f i n a l  1 m l  (M 4.5 . )  - 4 
'I 
Capacidad de 
i n t e r a c c i 6 n  
( A  A275 20 h.mg-') 
-0,12 
-0,07 
-0110 
-oIo3 
-0 1 04 
-0,05 
0,oo 
0,02 
.. 0,08 
0,17 
0,26 
0112 
0 ,20  
r 
Tiempo de  
. madurac ibn  
(dfas)  
0 
6 
13 
36 
64 
7 0  
9 1 
105 
163 
182 
232 
267 
324 
i 
cero  s i n  una tendencia de f in ida  (da tos  no mostrados) .  
8.3. - Efecto d e l  t i e m a  d e  maduracidn sobre  l a  i n t e r a c -  
c i6n  e n t r e  l a s  p ro tea , sab ,a lca l inas  y l a s  p r o t e f n a s  mio- 
f i b r i l a r e s  de  mdscula r3e anchofta  
- I 
. . 
- '  1lLa Tabla XI11 mucqtra 10s va lo res  de i n t e r a c c i d n  
1 
y de capacidad de in te racc idn  e n t r e  l a s  p ro teasas  a l -  
c a l i n a s  y l a s  p ro te fnas  m i o f i b r i l a r e s .  La i n t e r a c c i d n  
es i g u a l  a c e r o  en  lndsculo f r e sco ,  y mayor duran te  todo 
e l  proceso. La capacidad de i n t e r a c c i 6 n  es menor que 
ce ro  en mtisculo f r e s c o  y mayor durante  l a  maduracibn. 
1 
Los  v a l o r e s  de  capacidad de i n t e r a c c i d n  indicados 
en l a s  tablas pxecedentes rnuestran globalmente un com- 
portamiento que s e  puede sesumir como: l a s  p ro te fnas  
m i o f i b r i l a r e s  de  anchofta  f r e s c a  y/o de  10s primeros es- 
t ad fos  de maduracidn no son h id ro l i zadas ,  o l o  son poco, 
por l a s  pro teasas  de  las f r acc iones  sarcoplasmlit icas co- 
r respondientes;  a l  avanzar l a  maduracidn l a  magnitud de  
esa h i d r b l i s i s  enddgenaaumenta. 
Entre  l a s  h i p 6 t e s i s  que j u s t i f i c a r f a n  t a l  compor- 
tamient.0 estbn:  
I ~1 1 - cambios en l a  e s tguc tu ra  o en l a  coaposicibn 
b L 
p ~ o t e i c a  de l a  f r acc ibn  m i o f i b r i l a r .  
- disminucidn de l a  a c t i v i d a d  de algdn inh ib idor  
de p ro teasas  s a r c o p l a s m ~ t i c a s  presente  en l a  f r acc idn  
m i o f i b r i l a r .  
TABLA XIII: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE: a- LA 
CAPACIDAD, Y L A  ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDOGENAS DE LA 
FRACCION SARCOPLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITA, IGDI- 
DAS A pH ALCALINO (INTERACCION Y CAPACIDAD DE INTERAC- 
CION 
Se  incubaron  a l f c u o t a s  d e  s o b r e n a d a n t e  d e  mGsculo d e  an- 
c h o f t a  e n  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e  maduraci6n ( M  2 .2 .2 ,  cam- 
pafia 1982-1983) con una s u s p e n s i d n  d e  p r o t e f n a s  m i o f i -  
b r i l a r e s  d e l  e s t a d l o  d e  maduraci6n c o r r e s p o n d i e n t e ;  bu- 
f f e r  b o r a t o  d e  s o d i o  20 mM p13 8,5, d u r a n t e  20 h a 37OC, 
en: a- ClNa 0% y b- ClNa 15%. Volumen f i n a l  1 m l  (M 4.5) 
- qod i f i cac iones  en l a  e s t r u c t u r a  de  las  protea-  
1 
' w i  : iTJ s a s  s a r c o p l a s r n ~ t i c a s  qae varfen ,  por ejefipto, su res- 
puesta  a inhib idores ,  su afinidad por d i s t i n t o s  s u s t r a -  
t o s ,  e t c . .  
- d i m i n u c i d n  de l a  a c t i v i d a d  de  algdn i n h i b i d o r  
de  p ro teasas  saxcop las ln~ t i cas  presente  en l a  m i s m a  
f racc idn .  
, A f i n  'de..estvdiar algunos aspectos  de l a  impor- 
. -. I . I- 8 , 
tandi'a r e l a t i v a  de eestas h i p d t e s i s  se midi6 l a  i n t e r a c -  
c idn  e n t r e  las pro te fnas  m i o f i b r i l a r e s  y sarcoplasmilti- 
c a s  de  m6sculo de  anchofta  de  d i s t i n t o  grado de  madura- 
I ' - ?  
cidn.  : 
8 . 4 . -  In teracc idn  e n t r e  las pro te fnas  rn io f ib r i l a res  y 
sarcoplasmSticas de'm6sculo de  anchol ta  de d i s t i n t o  gra- 
do de maduracibn 
La Tabla X I V  muestra 10s v a l o r e s  de capacidad de - 
i n t e racc idn  de: b- s a r c ~ ~ l a s m d i i c a s  de 
mdsculo en maduracibn con l a s  p ro te fnas  rn io f ib r i l a res  de 
mCisculo f resco .  d- las  pro te fnas  sarcoplasmdticas  de 
m6sculo f r e s c o  con l a s  p r o t e l n a s  n i o f i b r i l a r e s  de mascu- 
l o  en maduracibn. a- y c- 10s c o n t r o l e s  r e spec t ivos .  
Dado que las  pro teasas  sa rcop lasa6 t i cas  a l c a l i n a s  
ue anchofta  en maduracidn h i d r o l i z a n  a l a s  p ro te fnas  mio- 
f i b r i l a r e s  de  anchof t a  f r e sca  (b- sbm324% > O  r a- sbmF%::~), 
mient ras  que l a s  p ro te fnas  m i o f i b r i l a r e s  de  anchofta  en 
- I - *  r h  ' 1 .  
I r ' 
I I 
TABLA XIV: CAPACIDAD DE INTERACCION DE LAS PROTEINAS M I 0  ,:'# 
FIBRILARES Y SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO -DE ANCHOITA EN 
DISTINTO ESTADO DE MADURACION 
Se incubaron con buffer  c i t r a t o  de  sodio 20 mM p H  3,5  , 
o buffer  f o s f a to  de  sodio 20 mM pH 6,2, o buf fe r  borato 
de  sodio 20 mM p H  8,5, durante  20 h a 370CI volumen f i -  
na l  1 m l  (M4.5.) 
- a l l c u o t a s  de  una suspensidn de protefnas m i o f i b r i l a r e s  
de anchofta f r e sca  con: a- a l f cuo t a s  de sobrenadante de 
mdsculo de anchoSta f r e sca ,  b- a l f cuo t a s  de sobrenadante 
de  mdsculo de  anchofta en maduracibn. 
- a l f cuo t a s  de una suspensidn de protefnas  m i o f i b r i l a r e s  
de anchofta en  maduracibn con: c- a l f c u o t a s  de sobrena- 
dante de  mfisculo de anchoSta del  es t ad fo  d e  maduracidn 
correspondiente,  d- a l f cuo t a s  de sobsenadante de anchoS- 
t a  f resca .  
PH 
315 
6 1 2  
815 
Capacidad de in taraccidn ( A A275 20 h . ing-') 
. 
a- PmgSbmp 
-0,07 
-0112 
-o115 
b- Pm~S%24 
-0120 
-o123 
0120 
- 
c- Pm324 '-24 
0102 
OI20 
o133 
d- ?324'% 
-0,06 
-0116 
-0110 I 
J 
maduracidn no son hidroliaadas'(o lo sonpoco) por las pro- 
teasas sarcoplasmdticas de anchofta f resca (d- SbmFPm3245 0 ; 
C- Sbm324Pm324 > 0) ; el amento de la hidrdlisis Be protefnas 
miof ibrilares a1 avanzar la maduracidn (a- sbFpmp 5; o ; 
c- Sbm3,4Pm324> 0)' se justif icarfa (por lo menos en el caso 
de hidrQlisis alcalina) por cambios de la estructura de 
las proteasas sarcoplasmdticas y/o disminuci6n de la ac- - 
tividad de algdn inhibidor de proteasas presente en la 
fraccidn sarcoplasmStica, y no por variacidn de la es- 
tructuraade las protefnas miofibrilares, ni por disminu- 
cidn de la actividad de algdn inhibidor miofibrilar de 
las proteasas sarcoplasm~ticas alcalinas. 
Las proteasas sarcoplasm~ticas dcidas y neutras de 
ancholta en rnaduracidn hidrolizan poco a las protefnas 
miof ibrilares de anchofta fresca (L Sbm324%>0 ; a- S-P%L 0 ) 
lo mismo que las proteasas sarcoplasmSticas de 
. . 
frescq a las proteinas miofibrilares de ancholt 
duracidn (d- s b n F ~ 3 2 4  < o ; C- s ~ I u ~ ~ ~ w ~ ~ ~ >  o ) en estos casos 
el aumento de la hidrdlisis de las protefnas miofibrila- 
res observado a1 avanzar la maduracidn, aunque m6s tar- 
diamente que en medio alcalino, (a- Sf;mFP%< o; C- s ~ I I I ~ ~ ~ P ~ ~ ~ ~ > o ) ,  
se justificarla por modificaciones de la estructura de 
* 
las protefnas miofibrilares, o disminucidn de la activi- 
dad de algdn inhibidor miofibrilar de las proteasas sar- 
coplasmdticas, acompa5ado de modificaciones en la es- 
tructura de las proteasas sarcoplasmdticas y/o disn~inu- 
lasmst ica  ( recordar  que d- ~ b ~ ~ m ~ ~ ~ <  0 ) . 
coinciden con 10s de  10s puntos 5 a 7 en i n d i c a r  que 
l a s  pro teasas  de  mdsculokn maduracidn e s t d n  en condi- 
c iones  mas f avorab les  de h i d r o l i z a r  l a s  p ro te fnas  mus- 1 
c u l a r e s  que las pro teasas  de mdsculo fresco; siendo es- 1 
I 
te  comportamiento mas no to r io  en e l  caso d.e l a s  protea-  I 
- 
s a s  a l c a l i n a s .  - 3 
GRAD0 DE MADURACION 
determina en forma empfrica a t r a v 6 s  de  l a  evaluacf6 
t e x t u r a  y sabor. 
La Figura 2 1  muestra e l  grado d e  maduracidn de l a  
anchofta  sa lada  d u r a n t e  l a  campafia 1980 - 1981 , dado 
que se obtuvo maduracidn completa en s 6 l o  200 d f a s  se 
l a  considera rbpida.  Como se puede v e r  e s t a  ace le rac i6n  
d e l  proceso coinc ide ,  ya en 10s primeros d l a s  ds l  pro- 
ceso (menos de  60 d l a s ) ,  con l a  e x i s t e n c i a  en e l  m6scu- 
l o  en maduracidn de  capacidades a u t o l f t i c a s  de  seis(pH8,5), 
s i e t e  (pH 3,5) y once ( p H  6,2) veces mayores que k a s  co- 
r respondientes  en mdsculo f r e sco .  
En l a  Figura 22  se ve e l  grado de  maduracidn de  l a  
Grado de 
0 50 100 150 200 
Tiempo d e  maduracidn ( d f a s )  
FIGURA 21: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS DE JIUSCULO Y 
--- 
GRAD0 DE MADURACION. CAMPRQA 1980 - 1 9 8 1  
Evaluacidn s e n s o r i a l  del grado de maduraci6n: 
ra inmadura; pa r c i a lmen te  gadura; 7 madura 
Capacidad a u t o l l t i c a  d e  l a s  p r o t e i n a s  de n6scu lo :  
0-0 sohenadante de dsculo, pH 3,5, Clim O%, 1 h a 37OC (Figura 10) 
a-• sob re^^ de m5iscul0, pH 6,2, ClNa O%, 1 h a 37OC (Figura 7) 
V-0 sobrenadan* de nbisculo, pH 8,5, ClNa O%, 1 h a 37OC (Figura 16) 
. 
0 50 100 150 . 200 250 
Tiempo de  maduraci6n (df as) 
FIGU-M 22: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS.PROTEINAS DE MUSCULO Y GRA- 
DO DE MADURACION. CrlMPAfiA 1979 - 1980 
9 Evaluacidn s enso r i a l  de l  grado de maduracibn: I 
imadu ra ;  pa rc ia lnen te  madura ; 7 madura 
Capacfdad a u t o l i t i c a  de l a s  pro te fnas  de xxbsculo: 
9 
0-0 sobrenadante de dsculo,  pH 3,5, C1Na 0%, 1 h a 37OC (Figura 12) 
e-8 .sokenadante de r.Xkulo, pH 6,2, ClNa 0% , 1 h a 37OC (Figura 9) 
V-V sobrenadante de m6scul0, pIi 8,s: ClNa $5, 1 h a 37OC (Figma 18) 
I - 
+:;. 
.*?. I 
$-< - 
*,-3@3 *
.c*.t:i d6..,P ,-
* .*J. 
anchofta salada du a 1979 - 1980. E l  pro- 
ducto maduro se ob 1 t&mino  de 9 meses, que es 
e l  usual en l a  indu-51 nhcioaal .  S i  bien 10s va lores  
de capacidad a u t o l f t i m  B e 1  mfisculo f resco no son muy 
d i f e r e n t e s  a 10s de l a  eampafia 1980 - 1981, a 1  avanzar 
el  proceso nunca s e  inerementaron e n  mbs de dos veces a 
pH 8,5 y cuatro veces ' a  pH 6 , 2  , ( a  pH 3,s  fue  aproxima- 
E! I 8 ..A I- . - ' 8 I - 4  damente constante)  y 6s to  ocurr id  a l iededor  de 10s 80 
- 
.'A , r 
a - dPas de maduracibn. Los vdlores de capacidad a u t o l f t i c a  
I .  
muscular mas a l t o s  medidos durante e s t a  campafia son,se-  
gfin e l  pH, en t r e  dos y diaz  veces menores que 10s co- 
a 
'P- =. - 
8 4 
rrespondientes  va lores  mdximos de l a  campafia 1980-1981. 
' _ -  , , -  
La Figura 23 muestra el grado de maduracidn de l a  
I 
I ?  -campaHa 1982 - 1983. Se pusde observar que e l  proceso 
' I I I 
9 . fue mas l en to  que l o  hab i tua l ,  completdndose l a  madura- 
I t  
cibn 'en  11 meses. Coincidiendo con Bsto se ve que 10s 
I - 
-. - I valores  de capacidad auko l l t i c a  d e l  mfisculo f resco  son 
I algo menores que 10s d e l  mater ia l  usado en o t r a s  campa- 
I, Aas. 5610 despugs de 150 a 200 d l a s  de maduracidn l a  ca 
I Ui& 
- .  
" 'pacidad a u t o l f t i c a  aument6 dos (pH 6 , 2 )  , t r e s  (pH 8; 5) y 
I - 'cinco ( p H  3,5)  veces, alcanzando valores  alrededox de 
7 :  50% menores que 10s que en l a  campafia 1979 - 1980 ya se 
regis t raban an tes  de 10s 60 d f a s  de maduracibn. 
:,- 1 
1 , ,  , 
1 - -. . I. 8 
10 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
I 
9 Grado de 
madurac io'n 
6 
I 
I 
0 50 100 150 200 250 300 350 
Tiempo de maduraci6n (dlas) r 
e FIGURA 23: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS DE MUSCULO Y GRA- 
DO DE MADURACION. CAEIPmA 1982 - 1983 
Evaluaci6n sensorial del grado de maduracibn: 
rzl inmadura; parcialmente madbra; 7 madura 
Capacidad autolftica de las protefnas de mbsculo: 
0-0 sobrenadante de mfisculo, pH 3,5, ClNa 0% , 2 h a 37OC (Figura 11) 
9 
@-a sobrenadante de mClsculo, pH 6,2, ClNa 0$, 2 h a 37OC (Figura 8) 
V- V sobrenadante de mfisculo, pH 8,5, ClNa 0%, 2 h a 37OC (Figura 17) 
Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITXCA DE VISCERAS DE ANCHOITA 
.En l a  Figura 24 se ve que l a  eapacidad a u t o l f t i c a  
de l a s  v f sce ras  de  a n c h ~ f t a  e s ,  durante  todo e l  proceso, 
mayor o .del mismo ordam que l a  capacidad a u t o l f t i c a  de 
l a s  v f sce ras  f r e scas .  La ac t iv idad  a u t o l f t i c a  e s  mayor - 
durante  10s primeros.40 d f a s  d e l  proceso, y despues d i s -  
rninuye a va lo res  aproximadamente cons tantes .  
* 
En l a  Tabla XV es tdn  indicados 10s porcenta jes  de  
inh ib ic i6n  por ClNa 15% de l a  capacidad a u t o l i t i c a  de 
l a s  pro teasas  v i s c e r a l e s ;  es'mayor en l a s  v i s c e r a s  de A- 
anchofta f r e sca  que en l a s  de anchofta en maduracidn. 
La Figura 2 5  muestra 10s va lo res  de capacidad y 
ac t iv idad  c a s e i n o l f t i c a  de l a s  v f sce ras  de  anchol ta .  Pa- 
sados 3 0  d f a s  de maduracidn disminuyen respecto  d e l  va- - ' 
. . 
I .., 
?' l o r  en v f sce ras  f r e s c a s ,  manteniendose despues a ~ o $ ~ i -  . $ 
% 
madamente cons tantes .  
En l a  Tabla XVI se dan 10s porcenta jes  de inh ib i -  
s i 6 n  por ClNa 15% de l a  capacidad p r o t e o l f t i c a  sobre LC. 
.&. 
case lna .  Se ve que e s  d e l  mismo orden en v f sce ras  de-- 
anchol ta  f r e s c a s  y en maduracidn. 
11 - EFECTO DEL TIEMPO DE M A D U B C I O N  SOBRE &A CePACI- 
DAD Y LA ACTIVIDAD DE LA$ PROTEASAS ACIDAS DE VI~CERAS 
DE ANCHOITA 
Solo s e  r e g i s t r d  p r o t e o l i s i s  en medio deido en an- 
0 50 100 150 200 250 
T i e m p o  de m a d u r a c i 6 n  ( d l a s )  
FIGURA 24:  EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA- 
CIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTQLITICA DE VISCERAS DE ANCHOITA 
Se incubaron a l fcuo tas  de sobrenadante de vfsceras de 
ancholta de d i s t i n t o s  estadfos de m a d u r a c i d n  (M 2.2.2 ,  
c a m p a i i a  1982-1983) con buffer  E o s f a t o  de sodio 20 mP"1 
p H  6,2, e n  0-0 C l N a  0% y e--• C l N a  IS%, duran te  2 h a 3ToC, 
v o l u r n e n  f i n a l  1 m l  ( M  4.5) 
( capacidad a u t o l f t i c a  - act iv idad a ~ t o l f t i c a  )
capacidad a u t o l f t i c a  
TABLA XV : IWHIBICION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD AUTO- 
LITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA A TRAVES DE LA PIADU- 
RACION 
Tiempo de 
maduracidn Inhibicidn por ClNa 
(%I  
(dfas)  
0 71: 
4 0 16 
5 0 4 0 
56 25 
105 4 1 
163 41 
182 
232 
41 
41 
FIGURA 25: EFECTO DEL TIEMPO DE ?.IADUWION SOB-!3$ L A  CAPA- 
CIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE VIEERAS DE ANCHQI-- 
TA 
-
Se incubaron  a l l c u o t a s  d e  sobrenadan te  d e  v l s c e r a s  d e  an- 
choolta d e  d i s t i n t o s  e s t a d l o s  d e  rnaduracidn (M 2.2 -1 , cam- 
I 
20 
1 0  
, 
paiia '1980-1981) con c a s e l n a  0 , 5%, b u f f e r  f o s f a t o  d e  so-  
d i o  20 mM p H  6 , 2 ,  e n 0 4 C l N a  0% ya-eClNa ls%, d u r a n t e  
0 5 0 100 150 
Tiempo de  nadu rac idn  (df as) 
-,-- 
J 
0 
rn 
- 0 0 
,- * 
\I I 1 1 
2 h a 37OC, volumen f i n a l  1 in1 (1.1 4 -1) 
TABLA XVI : INHIBICIO~'POR ClMa 15% DE LA CAPACIDAD CA- 
SEINOLITICA DE LAS VFSCERAS DE ANCHOITA A TRAVES DE LA 
MADURACION 
Se c a l c u l 6  segbn: 
. 
( capacidad c a s e i n o l f t i c a  - a c t i v i d a d  c a s e i n o l f t i c a  )xlOO 
capacidad c a s e i n o l f  t i c a  
Tiempo de 
maduraci6n 
(d las)  
0 
30 
56 
91 
- 
120 
Inhibici6n por ClNa 
( 8  
70 
68 
69 
73 
73 
I 
chol ta  f resca  con e l  paquete v i s ce r a l  complete. En l a s  
v i sce ras  remanentes despu6s de l a  ev i sce rac i6n .parc ia l  
post-presalado, anchofta en maduraci6n, ya no e s  pos ib le  
medir ac t iv idad p ro t eo l f t i c a  a pH 3,5 . 
12 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD 
Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ALCALINAS DE VISCERAS 
DE ANCHOITA 
En l a  Figura l a  a c t i v i -  
dad a u t o l i t i c a  ae 
r a s  de anchofta en maduracibn son mayores que l a s  ,.
l a s  v i sce ras  de anchofta f resca  durante 10s primeros 4 0  
dfas  d e l  proceso, despuss disminuyen a va lo res  menores 
que l a  capacidad p ro t eo l f t i c a  de l a s  v l sce ras  f rescas .  
Los valores  de La Tabla X V I I  indican que l a  inh ib i -  
ci6n de l a  capacidad a u t o l f t i c a  a l c a l i n a  por ClNa 15% 
e s  mayor en l a s  vfsceras  de anchofta f r e sca  que en l a  
parcialmente madura. 
En la ,s  curvas de l a s  Figuras 27 , 28  y 29 puede ob- 
servarse que l a  capacidad y l a  ac t iv idad ca se ino l f t i c a  
a l c a l i n a ,  l a s  t i p 0  t r i p s i n a  y l a s  t i p 0  quimotripsina de  
l a s  v l sce ras  de anchofta de has ta  aproximadamente 40 dfas 
de maduracidn son algo mayores que l a s  de l a s  v l scqras  
de anchofta f resca ,  de&s disminuyen a va lo res  aproxi- 
madamente constantes .  Tamibign s e  ve que l a  capacidad de 
l a s  proteasas t i p 0  t r i p s i n a  y t i p 0  quimotripsina de l a s  
Tiempo d e  madurac i6n  ( d f a s )  
- t 11b 
FIGURP. 26: EFECTO DEL TIEMPO DE :4ADURACIOH SOBRE LA CA- 
I " 
Se i n c u b a r o n  a l l c u o t a s  d e  s o b r e n a d a n t e  d e  v f s c e r a s  d e  an: 
c h o l t a  d e  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e  n a d u r a c i b n  (PI 2.2.2.  cam- 
paAa 1982-1983) con  b u f f e r  b o r a t o  de s o d i o  20 ml4 pH 8.5 ,  
en :  0-0 ClNa 0% y @-a ClNa 1 5 % ,  d u r a n t e  2 h a 37OC, v o l u -  
men f i n a l  1 m l  (M 4.5)  . 
:,.- 
<' I I I 
! 
TABLA XVII : INHIBICION POR ClMa 15% DE LA CAPACIDAD AU- 
TOLITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA, 3EDIDA A pH ALCA- 
LINO, A TRAVES DE LA MADURACION 
Se calcul6 segtin: 
( capacidad autolftica - actividad autolltica ) , 
capacidad autolftica 
1nhibici6n por Clria 
maduracidn 
( %  
(dfas) 
0 59 
4 2  
. 50 a 250 10 
i 
50 ' 
20 - 
"-\.-*- 4 I . 
3 59 100 150 
Tier .1~0 de maduraci6n ( d f a s )  
FIGURA 27: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE VISCERAS DE AN- 
CHOITA, MEDIDAS A pH ALCALINO 
Se incubaron a l l c u o t a s  de sobrenadante  d e  v f s c e r a s  de 
anchof t a  de  d i s t i n t o s  e s t a d f o s  de  maduraci6n (M 2.2.1, 
campafia 1980-1981) con c a s e l n a  0,5%, b u f f e r  bo ra to  de  
sod io  2 0  mM p H  8,5, e n  0-0 C l N a  0% y 0-• ClNa 15%, du- 
r a n t e  2 h a 37OC, volumen f i n a l  1 n l . (M4 .1 . )  
(d 
u 
-4 rl 
2' 
u 
a , .  
-3 
T i e m p o  de m a d u r a c i 6 n  ( d l  as )  
FIGURA 28: EFECTO DEL T I E H P O  DE MADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE T I P 0  T R I P S I N A  DE VISCERAS DE 
ANCHOITA 
Se incubaron a l l cuo ta s  de sobrenadante de vfsceras de 
ancho l t a  de d i s t i n t o s  estadfos de m a d u r a c i d n  ( ~ ' 2 . ' 2 . 1 ,  
c a m p a f i a  1 9 8 0 - 1 9 8 1 )  con BAEE 0 . 5  mM, b u f f e r  T r i s - C 1 H  
5 0  mM p H  8,O. y O - O C l N a  0 %  6.-@ClNa 15%.  d u r a n t e  1 0  
m i n  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ;  v o l u m e n  f i n a l  1 m l  (M 4.3) 
T i e n p o  de naduraci6n ( d f a s )  
FIGURA 2 9 :  EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA- 
PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE T I P 0  QUINOTRIPSIMA DE VISCE-  
RAS DE ANCHOITA 
Se incubaron a l fcuo tas  de sobrenadante de vfsceras de 
d i s t i n t o s  es tadfos  de  m a d u r a c i 6 n  ( 2 4  2 .  2 . 1 ,  c a m p a i i a  1 9 8 0 -  
1 9 8 1 )  con BTEE 0 , 5  rnM, b u f f e r  T r i s - C 1 H  55 mhl p H  7 , 8  , 
C 1 2 C a  55 mEl ,  y 0-0 C l N a  0 %  6 a-• C l N a  15%,  d u r a n t e  l O m i n  
a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ;  v o l u m e n  f i n a l  1 m l  (1.1 4. 4)  
vlsceras .de anchofta parcialmente madura no es inhibida 
por ClNa 15%. 
En la Tabla XVIII se observa que el porcentaje de 
inhibici6n por ClNa 15% de la capacidad caseinolftica 
alcalina es del mismo orden en las vfsceras de ancholta 
fresca y parcialmente madura. 
Dado que por razones metodol6gicas no se midi6 la 
capacidad y actividad proteolltica de cada vfscera por 
separado, 10s valores medidos en estadfos de maduracidn 
distintos muestran el comportamiento global del paquete 
visceral remanente; este comportamiento no solo es afec- 
tad0 por las condiciones y avance del proceso, sin0 tam- 
bi6n por la composici6n del paquete visceral; por ejem- 
plo: 10s ciegos pil6ricos, ricos en enzimas, se degra- 
I 
dan durante 10s primeros meses de la maduraci6n; mien- 
tras que la parte final del intestino, pobre en enzimas, 
se mantiene hasta el final del proceso. 
13 - CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LAS MIOFIBRILLAS DE 
ANCHOITA DURANTE LA MADURACION 
En la Figura 30 se ve que, comparando con la dis- 
tribuci6n electrofor6tica de las miofibrillas de mfiscu- 
lo fresco, uno de 10s cambios mds notorios a travgs de 
la maduracidn es la disminuci6n de la cadena de miosina 
pesada, y que &to ocurre ya en las miofibrillas de 
I 
TABLA XVIII: INHIBIGION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD CA- I 
SEINOLITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA, MEDIDA A pH AL- 
CALINO, A TRAVES 14E LA MADURACION 
Se calcul6 segtin: 
(capacidad caseinolftica- actividad caseinolftica) 
x 100 
capacidad caseinolltica 
Tiempo de 
Inhibici6n por ClNa 
maduraci6n (%I  
(dfas) 
0 83 
30 83 I 
56 83 
9 1 86 
120 80 
FIGURA 30: CAMBIOS EN LA COMPOSICION.DE LAS MIOFIBRI- 
LLAS DURANTE LA MADURACION 
Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de 
las protefnas miofibrilares de mtisculo: a- fresco, 
b- presalado, c- 13 dfas, d- 20 dfas, e- 36 dfas, 
f- 50 dfas, g- 133 dfas, h- 267 dfas, i- 324 dfas. 
Se sembraron 75 - 80 vg de protefna en cada gel. 
mdsculo presalado; en este caso la variaci6n se debe a 
extraccidn de miosina desde la miofibrilla, dado que, 
por penetraci6n de sal, en algGn momento del presalado 
la concentracidn de ClNa es la necekaria para que se 
produzca extraccidn (691 ( 7 0 )  . 
t .  - 
C" ' 
* 1 1  -- 
' $' 1;. ;. - La Figura 31 muestra que la cadena de miosina pe- 
t 9. .; - .&. . :q 
- .  - 
. . , -:--'a sada en 10s homogenatos de mdsculo fresco y m6sculo pre- 
# 
salado son comparables. A1 separar del hbmogenato la 
fracci6n miofibrilar (14 . 3 . )  la cadena de miosina pesada 
del mGsculo presalado disminuye mucho, per0 como se ve 
CA - - 
. . - , .-. 
I .  en la Figura 32, todavfa se la recupera parcialmente en 
a I ' I '  
- -  
., I . la fracci61-i insoluble que se separa de las protefnas 
- 1  
I.-- - 
a. 
- + 
sarcoplasmbticas y en 10s lavados de las miofibrillas. 
En la Figura 33 se observa que a 10s 13 dfas de 
maduraci6n la cadena de miosina pesada y las protefnas 
de alto peso molecular (except0 las que no entran a1 gel) 
- * han disminuldo drdsticamente respecto de las oorrespon- 
. I  - ti%.. , ': . , 
- .z 
_*-  . dientes fracciones de mdsculo fresco: homogenato (re- 
. > presenta las protefnas totales presentes en el mbsculo), 
' . F 1 - ; l  T I  A 
L . miofibrillas, fracci6n insoluble y lavados. A 10s 133 
dIas de maduraci6n no se ve miosina pesada y se acentu6 
la disminucidn de todas las pgotefnas en todas las frac- 
- 
ciones . 
En la Figura 30 10s cambios en la composicidn de 
las miofibrillas que se aprecian mbs claramente 
la maduracidn son: la ya mencionada disminuci6n de la 
- 
-\a*' - 7. 
L a  ,h. pl n r  *;:-- .>.v, 
4 -  ; *,A1 G . ,  
act ina . 
?IGURA 31. PROTEINAS TOTALES Y MIOFIBRILRRE$ DE MUSCULO 
FRESCO Y PRESALADO 
I 
Electroforetogramas en g e l  de poliacri lamida - SDS de: 
A- protefnas  de mGsculo f resco ,  B- p'rotelnas de mGsculo 
presalado 24 h. 
a  y d: protefnas  t o t a l e s .  
b y e: protefnas  mio f ib r i l a r e s  no lavadas. 
c  y f :  protefnas  mio f ib r i l a r e s .  
Se sembraron 1 0 0  pg de protefna en cada g e l .  
FIGURA 32: PROTEINAS MIOFIBRILARES DE MUSCULO FRESCO Y 
PRESALADO FUERA DE LA FRACCION MIOFIBRILAR 
Electroforetogramas en g e l  de po l i ac r i l amida  - SDS de: 
A- pro te fnas  de m ~ s c u l o  f r e s c o ,  B- pro te fnas  de  mfiscu- 
l o  presalado 24 h. 
a y c: pro te fnas  en 10s lavados de l a s  m i o f i b r i l l a s .  
b y d: p ro te fnas  en l a  f r a c c i 6 n  i n s o l u b l e  separada de 
La f r a c c i d n  sarcoplasmdtica.  
Se sembraron 100 pg de pro tefna  en cada g e l .  
FIGURA 33:  SECUENCIA DE SEPARACION DE LAS MIOFIBRILLAS 
DE MUSCULO FRESCO Y EN MADURACION 
Electroforetogramas en g e l  de po l i ac r i l amida  - SDS de: 
A- pro te fnas  de  m6sculo f r e s c o ,  B- p r o t e l n a s  de  mGsculo 
de 1 3  d f a s  de maduraci66, C- p r o t e l n a s  de mGsculo d e -  
133 d f a s  de maduraci6n. 
a ,  f y k: pro te fnas  t o t a l e s .  
b, g y 1: pro te fnas  m i o f i b r i l a r e s  no lavadas .  
c ,  h y m: p r o t e l n a s  m i o f i b r i l a r e s .  
d ,  i y n: p ro te fnas  en 10s lavados de l a s  m i o f i b r i l l a s .  
e,  j y o: p ro te fnas  en l a  f r a c c i d n  i n s o l u b l e  separada 
de l a  f r a c c i 6 n  sarcoplasmbtica,  
Se sembraron 100 pg de p ro te fna  en  cada g e l .  
cadena de miosina  pesada,  disminuci6n de  l a s  p ro t e fnas  
d e  a l t o  peso molecular  que no e n t r a n  a 1  g e l ,  disminuci6n 
- 
de a c t i n a ,  aum'ento de  l a s  p r o t e f n a s  de  peso molecular  
menor que 45.000 D t ,  y a p a r i c i 6 n  de  productos  de' degra- 
dac idn  que conforman un g r a d i e n t e  de  pesos  moleculares  
(ev idenc iada  por  una t i n c i d n  d Q b i l  con a z u l  d e  Coomasie 
.:.,<*:+ ;c 
:&.&% e_n _todo e l  g e l  ) . 
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. . 
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. .<Y+!**<;:~>F , :. *'- ::, .= . ,. , 
.. -c,.< ;;,;:!2.. * ,  - --'+ . . 
. . , . ? . : g c   &.... . . . . .. i. - 
-&,.a* -- %?I:+, - , ' .. ".':;L.;i ' 7 -.$j.s.:;*,,:3. ,y,+:g 
I - ? P,-, *- . -~ 
..L ,; a-'I>.-:- ,
- .. >::*,2-;.:. . - .. . .~ - ... \.. 4-'L ' . !53 T, ., .. ;:A?,.;*+&. .;: . -.. - 
En l a  F igbra  ? A  -- --e que e r l  10s primeros  1 3  d i a s  
de maduraci6n ha] ina t a n t e  disminuci6n de  l as  pro- 
c e f n a s  de peso molecu la -  mayor que 45.000 D t  . En e s t a -  
d f o s  mbs avanzados tambign disminuyen l a s  p r o t e f n a s  d e  
peso molecular  menor. La  p r o t e f n a  de 45.000 D t  es l a  que 
mbs se conserva durance e l  proceso.  
Dos d e  10s hechos que aparecen como causa  d e  10s 
cambios en  l a  composicidn p r o t e i c a  d e l  mdsculo d u r a n t e  
- en  10s pr imeros  2 a 3 d f a s  d e l  proceso: e:rtrac- 
c i 6 n  por  C l N a  y pgrd ida  p a r c i a l  d e  a lyunas  p r o t e f n a s  
jun to  a1 exudado d u r a n t e  l a  prensa  ( F i g u r a s  3 1  y 321 
- d u r a n t e  todo  e l  p r o c e s o : p r o t e 6 l i s i s  enddgeni 
do que como se v i o  e n  10s puntos  5 a 7 y 8.1.  a 8.4. 
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FIGURA 34: CAMBXOS EN LA COMPOSICION DE LAS PRO"rEfWRS ' 9 
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SARCoPLASrsATICAS DURANTE LA MADURACION r 
- a 
* L  n Eledtroforetogxmtas en ge l  de poliacrilaraida - SRS de . 
l a s  protesnas sarcoplasm8ticas de qdsculo: a- fresco,, 4 - i  1 b- presalado, c- 6 dlas, d- 1 3  dlas, e- 20 dlas, f- 27 r;;i 
dfas, g- 50 dlas, h- 133 dfas, i- 267 dfas, j- 324 M a s .  7 
Se sembraran 100 vg de psotebna 
* 
cada gel. 
la capacidad y actividad proteol2tica del mGsculo per- 
sisten a travgs de toda la maduracibn. Los sesultados 
- 
de las experienclas que se exponen a continuacidn ( 
- 
to 15) concuerdan con esta hipbtesis, i, - I, 
" 'I] 
IS- INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y SAR- - ! 
- f i  ' . - . I  En la F9gura 35 vd gue Xa eajyicidad de las pro- 
a - ,.'> - 
2 
z A -  
* - 
8 teasas de la fracci6n sarcoplasmStica de mQsculo de 13 
- 7  - 
- - . . 
. '- 
-- -.. 
- - 
-- dlas y de 324 dfas de maduracidn para degradar protef- I 
nas miofibrilares de anchofta fresca, a pH dcido, neutro 
o alcalino, es mayor que la de las proteasas de mdsculo 
f~esco. En la Figura 35 B- y C- se ve que la degradacidn 
de la cadena pesada de miosina es-mayor que en A-. En 
ambos estadfos de maduracidn las proteasas alcalinas 
muestran mayor capacidad hidrolftica. La Figura 35 C- y 
D- muestra que la presencia de ClNa 15% en el- rnedio de 
incubacidn inhibe parcialmente la proteGlisis, por ejem- 
plo: se ve que la degradacidn parcial de actina es me- 
nor que cuando se incuba en ausencia de ClNa. En la Fi- 
gura 35 A- y D- se ve que abn en concentraciones de 
ClNa 15%, la hidrdlisis de las protefnas miofibrilares 
* 
de mdsculo fresco por las proteasas sarcoplasmSticas de 
mdsculo maduro es mayor que la debida a las proteasas 
de mfisculo fresco en ausencia de ClNa. 
9 FIGURA 35: INTER4CCION DE LAS PROTEIMAS MIOFIBRILARES Y SARCOPLASMATICAS DE 
.- 
MUSCULO DE ANCHOITA 
Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS; muestran la degradaci6n 
a delas proteinas miofibrilares de mGsculo fresco por acciijn de: A- proteinas " 
sarcoplasmSticas de mGsculo fresco, B- proteinas sar~o~lasma'ticas'de mlisculo 
de 13 dzas de maduraci6n, C- proteinas sarcoplasm5ticas de mGsculo maduro 
- 
(Sbm ) ,  D- proteinas sarcoplasmSticas de mGsculo maduro, incubaci6n en 324 + 
ClNa 15% (Sbm324). Se tomaron como referencia 10s electroforetogramas a, b, 
c, d y 10s de las proteinas sin incubar: a- autodegradaci6n de las protelnas 
a@ miofibrilares de miisculo fresco, b- aut6lisis de las protefnas sarcoplasm5- 
ticas de -mGsculo fresco, c- auto'lisis de las protelnas sarcoplasm~ticas de 
miisculo de 13 dias de maduraci6n, d- autdlisis de las protefnas sarcoplas- 
a 
msticas de mGsculo maduro (Sbm 324) 
e 1 6 -  INTERACCIOq DE LA5 PROTEINAS MIOFIBRILARES Y LAS 
PROTEASAS DE VISCEWS DE ANCHOITA 
* La Figura  36 a- muestra l a  capacidad y l a  a c t i v i -  
rr-y@ad de  l a s  p r o t e a s a s  v i s c e r a l e s  de  anchof ta  f r e s c a  pa- I, - 
.) 
r a  h i d r o l i z a r  -p ro te fnas  miof i b r i l a r e s  d e  mfisculo f r e sco .  
A p H  Scido y a l c a l i n o  ambas son mayores que a p H  neut ro .  
Ademds se ve que a pH 3cido e l  ClNa 15% i n h i b e  p a r c i a l -  
mente l a  degradacibn.  
En l a  Figura  36 b- se ve  l a  capacidad d e  l a s  pro- I 
t e a s a s  de  l a s  v f s c e r a s  remanen-s en  anchof ta  d e  50 d l a s  
de  maduraeidn pa ra  h i d r o l i z a r  l a s  p r o t e f n a s  miofSbr i la -  
res de rnfisculo d e  50 d l a s  de  maduracibn: es mayor a pH 
a l c a l i n o  que a p H  neu t ro ,  y mayor a pH neu t ro  que a p H  
dcido.  A 10s tres p H  u t i l i z a d o s  e l  C l N a  15% i nh ibe  par-  
c ia lmente  l a  degradacibn.  
I, 
FIGURA 36:  INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y LAS PROTEASAS DE 
. - &&F2 -?5 
,<!.:$: VISCERAS DE ANCHOITA 
,* y-&2 r< . 1- . * 
< < 
Electroforetogramas en gel  de pol iacr i lamida  - SDS, muestran: 
a- degradacibn de l a s  p ro te inas  m i o f i b r i l a r e s  de m6sculo f r e s c o  por acci6n 
- 
de: A- proteasas  de v i s c e r a s  de anchoita  f r e s c a  (SbvF), B- proteasas  de 
+ 
v i sce ras  de anchoita  f r e s c a ,  incubaci6n en ClNa 15% (Sbv ) F 
b- degradaci6n de l a s  p r o t e h a s  m i o f i b r i l a r e s  de mGsculo de 50 d i a s  de 
I 
maduraci6n por accidn de: A- proteasas  de v i sce ras  de anchoita  de 50 d i -  
- 
a s  de maduracidn (Sbv ) ,  B- proteasas  de v i sce ras  de anchozta de 50 d i -  50 
*a a s  de maduracibn, incubacibn en ClNa 15% (Sbv + ) 5 0 
La f racc i6n  enzimstica (Sbv y Sbv ) no contr ibuye a l a  formaci6n de F 5 0 
r ninguna banda de p r o t e h a  debido a que su concentraci6n e s  muy baja .  
DISCUS I ON 
Es bien conocido que despugs de  l a  captura  e l  pes- 
cad0 e s  especialmente s u s c e p t i b l e  a l a  accibn d e  micro- 
o r g a n i s m ~ ~ ,  t a n t o  de  l a  f l o r a  que l e  es propia  (prove- 
n i e n t e  d e l  t r a c t o  i n t e s t i n a l ,  p i e l ,  a g a l l a s ,  etc.) co- 
mo de  l a  que l o  contamina durante  su manipuleo en l a  
pesca. Los cambios degradat ivos  que s u f r e  se a t r ibuyen  
a l a  acci6n de  l a s  enzimas de  sus  propios t e j i d o s  y de  
l a  micro f l o r a .  
E l  proceso de  sa lado y maduracidn de  anchofta  pre-  
viene efect ivamente l a  evoluci6n de  e s a  degradacibn, 
evi tando e l  d e t e r i o r o .  S in  embargo e l  mismo proceso in- 
c luye  cambios f f s i c o s  y qufmicos que se traducen en l a  
modificacibn de  10s c a r a c t e r e s  organolept icos  de  l a  an- 
c hof ta .  Por t r a b a  jos  r e a l i z a d o s  en nues t ro  l a b o r a t o r i o  
podemos mencionar e n t r e  e s a s  modif icaciones l a  disminu- 
cidn de l a  concentracidn p r o t e i c a  y e l  axmento de l a  
concentracidn de 10s amino5cidos libres en el' mdsculo 
( 7 1 ) ;  ademgs este t r a b a j o  de  tesis mostrd l a  p e r s i s t e n -  
. c i a  de  l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  enddgena de  10s tej i -  
dos a travBs de  l a  maduracibn. E l  conjunto de  loexpues- 
t o  ev idencia  que por l o  menos a lgunas  de  esas modifica- 
c iones  s e  deben a l a  acc ibp  de  l a e  p ro teasas  t i s u l a r e s .  
A d i f e r e n c i a  de o t r a s  inves t igac iones  sobre  a c t i v i -  
dad p r o t e o l l t i c a  en pescado sa lado ( 7 )  ( 7 2 )  en las  que 
s o l o  s e  medfa l a  a c t i v i d a d  de  las  pro teasas  sobre sus- 
t r a t o s  exdgenos y s i n  cons ide ra r  e l  e f e c t o  d e l  C l N a  so- 
7 r-.* &>. 
bre  l a s  mismas, en este t r aba jo  el es tud io  de  l a s  a c t i -  
vidades p r o t e o l l t i c a s  t j s u l a r e s  se desa r ro l l d  p r inc ipa l -  
mente sobre l a  capacidad a u t o l s t i c a  y enddgena de  l a s  
protefnas  de 10s t e j i doa  en maduracidn y su  comportaden- 
t o  bajo concentraciones de  ClNa igua les  a l a s  d e l  pro - 
ceso . 
Esta forma de  aproximacidn a 1  problema mostr6 que, 
a 1  p H  d e l  proceso: 6 , 2  , l a  capacidad a u t o l f t i c a  de  las 
proteasas  en e l  mCisculo en rnaduracidn es mayor que l a  
de l a s  prbteasas  en e l  mdsculo f resco,  y que en concen- 
t r ac iones  de  ClNa coincidentes  con l a s  d e l  proceso l a  
a u t d l i s i s  durante  l a  maduracidn es mayor o igual  que l a  
de  mdsculo f resco .  La comparacidn de l a  capacidad pro- 
t e o l f t i c a  end6gena d e l  mdsculo en maduracidn (es  d e c i r  
l a  capacidad de  l a s  proteasas  sarcoplasmdticas d. de m8scu- 
l o  para h i d r o l i z a r  p ro te fnas  m i o f i b r i l a r e s ) ,  con l a  del 
mdsculo f resco  se hizo en funci6n de  mediciones de a c t i -  
vidad segdn e l  mgtodo d e  Anson (69) y tambign a t r av6s  
de l a s  var iac iones  de  10s p e r f i l e s  de distGibuci6n de  
las pro te lnas  musculares en ge l e s  de  poliacr2lamida-SIX. 
Con ambos m6todos 10s sesu l t ados  fueron coincidentes ,  
indicando que l a  capacidad de  l a s  p ro teasas  de mClsculo 
* 
en rnaduracidn para h i d r o l i z a r  protefnas  m i o f i b r i l a r e s  
es mayor que l a  d e l  mdsculo f resco .  
Las proteasas  musculares que p e r s i s t e n  a t r a v e s  de 
l a  maduracidn t i enen  d i s t i n t a s  c a r a c t e r f s t i c a s  de  pH 6p- 
timo, de  respues ta  a C l N a  'y de e s p e c i f i c i d a d  f r e n t e  a 
d i s t i n t o s  s u s t r a t o s .  
, En coinc idencia  con l o  encontrado por Kiesvaara (7) 
l a  a c t i v i d a d  de  t i p 0  ca teps ina  en  e l  mtisculo no desapa- 
r ece  por e l  salado.  Las capacidades a u t o l f t i c a  y proteo- 
l f t i c a  endggena a pH dcido tampoco se i n a c t i v a n  duran te  
l a  maduracibn, n i  se observa inh ib ic idn  por ClWa. Aun- 
[ue, durante  e l  proceso, 10s va lo res  de  eszs e c t i v i d a -  
des  conservan o superan l a  magnitud que t e n l a n  en e l  
mGsculo f r e s c o ,  son re la t ivamente  ba jos .  
Las p r o t e a s a s . a l c a l i n a s  musculares, adembs de  in-  
crementar su  capacidad a u t o l i t i c a  y p r o t e o l l t i c a  endbge- 
1 
na durante  l a  madwai6n .son, en ese tejido, las .de v a l o r e s  
r e l a t i v o s  mbs a l t o s  y producen mayor degradaci6n d c  a l -  
gunas p ro te fnas  m i o f i b r i l a r e s  (por  ejemplo de  l a  cadena 
de miosina pesada) abn en presencia  de  concentraciones 
de C l N a  semojantes a  l a s  d e l  proceso. 
D e l  comportamiento f r e n t e  a  s u s t r a t o s  ex6genos s e  
ve que durante  l a  maduraci6n conservan su  a c t i v i d a d  por 
. 
l o  menos dos p ro teasas  a l c a l l n a s  musculares con d i s t i n -  
t a  a f i n i d a d  de s u s t r a t o :  una p ro teasa  de  t s p o  quimotrip- 
s i n a ,  cuya a c t i v i d a d  disminuye a t r a v g s  d e l  proceso, y  
una a c t i v i d a d  c a s e i n o l i t i c a  que se increments. La e x i s -  
t e n c i a  de dos p ro teasas  a l c a l i n a s  coinc ide  con l o  encon- 
t r ado  por Busconi (73)  en mdsculo d e  corvina  f r e s c a  y 
en exper iencias  actualmente en cur so  en  nues t ro  labora-  
torio sobre mtlsculo de ancholta fresca.(74) 
De entre las hipdtesis que justificarlan 10s aumen- 
tos de capacidad y actividad pioteolftica, medidas a pH 
6cido y neutro, en mfisculo de anchofta, a trav6s de la 
maduracih, este trabajo muestra que se requieren modi- 
ficaciones en la estructura de las proteznas y/o activi- 
0 
dad de algdn inhibidor de proteasas en la fraccidn sar- 
coplasmbtica; en el casa de la proteolisis enddgena esos 
ctnbios deben ser acompaliados por modificaciones en la 
actividad de inhibidores de proteasas y/o es.tructura de 
1 
C 
la fraccidn proteica miofibrilar. Con respecto a laspm- 
teasas alcalinas, rnodificacfones en la estructura de 
las protefnas y/o actividad de inhibidores de proteasas 
en la fraccidn sarcoplasmStica justifican el aumento de 
capacidad y actividad proteolltica a trav6s de la madu- 
racidn, no requiriendo en el caso de la proteolisis en- 
ddgena modificaciones en la fraccidn miofibrilar, dado 
que ya en 10s primeros dXas del proceso estas proteasas 
muestran capacidad para hidrolizar protefnas miofibrila- 
. 
res abn de anchoxta fresca. 
Estos resultados junto a 10s valores comparativa- 
mente altos de capacidad y actividad autollticas y en- 
U 
ddgenas de las proteasas alcalinas a travgs do la madu- 
racidn indican que, si bien las proteasas bcidas, neu- 
tras y alcalinas de mdsculo estarlan en condlciones de 
producir modificaciones en las protefnas nusculares du- ' 
r a n t e  l a  maduraci611, la8 pro teasas  a l c a l i n a s  s e r f a n  las  
de mayor importancia r e l a t i v a  en e l  proceso. 
En es tud ios  r e c i e n t s s  sobre mtisculo de  anchof ta  
f r e s c a  y parcia1ment.e madura se d e t e c t 6  l a  presencia  de  
inhib idor /es  de t r i p s z n a  (74) .  Tambi6n se sabe de  l a  exis- 
t e n c i a  de inh ib idores  de pro teaaas  a l c a l i n a s  en mbscu- 
l o  f r e s c o  de  carpa (75) y corvina  (76 )  
Los hechos has ta  aquf sefialados, unidos a l a  ya 
mencionada infornaci6n p r e l i n ~ i n a r  sobre l e  presencia  de  
por l o  menos dos proteasas .  a l c a l i n a s  sugieren ,  como e t a -  
pa p o s t e r i o r  a este t r a b a j o ,  l a  necesidad de  una mayor 
ca rac te r i zac i6n  de  l a s  p ro teasas  a l c a l i n a s  y sus  inh i -  
bidores  en mdsculo de anchofta  f r e s c a  y en maduracibn. 
Respecto a l a  pos ib le  inc idenc ia  de  p ro teasas  m i -  
crobianas  en 10s fendmenos d e s c r i p t o s ,  es muy poco l o  
que conocemos. Experiencias  r e a l i z a d a s  en nues t ros  la- 
b o r a t o r i d s  durante  l a  campaiia 1982-1983 (77) . indicaron 
que ya en e l  presalado hay una disminucidn e n t r e  91,5% 
y 97,5% d-e l a  f l o r a  aerdbica  y anaerbbica.  A 10s 68 df- 
*. 
a s  s e  a i s l a r o n  organismos ca rac te r i zados  como Pedioco- 
ccus que se incrementaron progresivamente, p e r s i s t i e n d o  
has ta  e l  f i n a l  d e l  proceso. Los Pediococcus a i s l a d o s  
c. 
fueron i d e n t i f i c a d o s  a n i v e l  de  e spec ie  como Pediococcus 
ha lophi lus ,  e s t u d i o s  de  sus  c a r a c t e r l s t i c a s  indicaron  
r e s u l  tados  negat ivos f rent$  21, F g ~ t  Qe -hldrB&isis  de  
. . -* I t , *  - 
* I  t -  " I I. .I 
5 vi 
.-r h r  l a t i n a  ( 7 5 ) .  
- 
I 
I 
8 ' 
Otro aspect0 int&rasqnte de destacar en este 
1 .  1 .  
jo es la correlacidn hallada entre el incremento de la 
aut6lisis alcalina y/o newtra de las protelfnas muscula-' , -.4 
res con la'velocidad de maduracibn, Aunque 10s 
realizados no permiten establecer cuantitativamente la 
6 
relacidn entre increment0 de actividad y disminuci6n . . .& 
- -G -j 
del tiempo de maduracibn, si muestran que un mayor in- 
- 
3 1 
' 1 
- : , :\ 
cremento de la capacidad autolftica muscular alcalina - *I i - 
y/o neutra producido durante 10s primeros estadfos del 
proceso (1 a 2 meses) tiene como respuesta la acelera- 
ci6n de la maduracibn; aientras que si ese incremento 
se retrasa la maduracidn es mbs lenta. 
- -,+.?, .Am , 
lJ. , > 
- -  Desde otro punto de vista Kiesvaara ( 7 )  atribuye a - - r -  
- - l*:7z 
las proteasas viscerales gran importancia en la madura- . - . - 
..r( . 
cidn de arenque salado. De este trabajo sobre anchofta ' . - 
I 4'$ 
se ve que la capacidad de las proteasas alcalinas visce- 
rales para hidrolizar protefnas miofibrilares. y otros 
sustratos, aunque disminuye marcadamente, persfste a 
trav6s del proceso y qus algunas de ellas no s m  inhi- 
a 
bidas por ClNa. Estos hechos concuerdan con la autodo- 
gradaci6n visceral y la degradacidn de la pared ventral 
adyacente que ocurren durante la maduracibn, ademds ape- 
'* 
yan la participacidn de la proteolisis catalizado por 
enzimas viscerales en la.ovoluci6n de algunos caracte- 
res organol6pticos tales como: aroma y sabor. Sin embar- 
go la acci6n de las proteasas viscerales sobre toda la 
masa muscular (ma-lo dorsal y caudal) requiere difusi6i1 
de las enzimas bajo.cbndiciones de prensa y actividad 
de agua que no la famrecen. dste trabajo no puede des- 
cartar ni probar tal..hipbtesis,pero muestra que la acti- 
vidad de tipo quimotsipsina que disminuye en el tejido 
visceral tambign disminuye en el mlisculo a medida que 
avanza 1; maduracibn; Bsto se opone a la teorfa de la 
difusidn., 
En base a lo ~ s t o : e n  esta tesis se realizardn 
nuevas experiencias orientadas a acelerar la maduraci6nt 
para ello se adicionard la materia prima con proteasas 
alcalinas. Las primeras pruebas en este sentido se hi- 
cieron durante la campafia 1978-1 97 9 (datos no mostrados) 
y, si bien dieron un aumento inicial de la velocidad de 
maduracidn y productos de buena calidad, no acortaron 
el tiempo necesario para su producci6n. 
Dado que en la anchofta madura conservan su activi- 
dad tanto las proteasas musculares como las viscerales,- 
y que para su comercializacidn este producto no es some- 
tido a proceso de inactivacidn alguno, las enzimas se- 
rdn importantes factores condicionantes del tiemp de 
conservacidn del producto final. 
lL5:,k - .. 
' ,. LA CAPACIDAD Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDO- 
. . 
I : a  GENAS D E L  MUSCULO DE ANCHOITA EN MADURACION PERSISTEN 
- 
- .  
I .  
2 
. ;. Y SON, DURANTE TODO E L  PROCESO, MAYORES 0 IGUALES QUE 
.'if - 
- ' ,  I : 
m'= ., iwr: .. - .- - LAS D E L  MUSCULO FRESCO, 
,, I i1lAb - . . 
,,. I,, . I . . 
. .- 
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: ,, EN EL ~MUSCULO' LAS PROTEASAS ALCALINAS SON RELA- 
TIVAMENTE LAS MAS IMPORTANTESa 
1 -'. - 1  ., 1 1 - 
,'I I ' . . 
- 1  LA MAGNITUD Y OPORTUNIDAD DEL INCREMENTO DE LA 
. . -1 
CAPAC I DAD PROTEOLI T I  CA MUSCULAR ALCAL I NA Y/O NEUTRA ES 
UNO DE LOS DETERMINANTES DE L A  VELOCIDAD D E  MADURACIONa 
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